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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die ischdmische Herzerkrankung als haufige Todersache

Im Jahr 2002 stellte die ischamische Herzerkrankur(tHK), laut der

Weltgesundheitsorganisation (WHO), die haufigstedeBursache bei Uber 60 jahrigen
Erwachsenen weltweit dar. Auch in der Populationad@schen 15 bis 59 jahrigen lag diese
Erkrankung nach AIDS auf Platz zwei der zum Todeadiaden Erkrankungen (siehe Abb. 1
A). In Bezug auf die Krankheitslast in der Bevolkeg war die ischdmische Herzerkrankung

bei Uber 60 jahrigen Patienten fihrend, bei der &9 jahrigen Erwachsenen lag sie auf Platz

funf (siehe Abb. 1B) [1].

A
Todesfalle im Jahr 2002 weltweit unter Erwachsenen
Im Alter von 15 — 59 Jahre im Alter ab 60 Jahre
Erkrankung Todesfalle Erkrankung odesfalle
1. | HIV/IAIDS 2279000 Ischamische 5825000
Herzerkrankung
2. |Ischamische 1332000 Cerebrovaskuléare 4689000
Herzerkrankung Erkrankungen
3. | Tuberkulose 1036000 Chronische obstruktive 2399000
Lungenerkrankung
4. | Verkehrsunfalle 814000 Infektionen des unteren 1396000
Respirationstraktes
5. | Cerebrovaskulare 783000 Malignome im Bereich der 928000
Erkrankungen Trachea, der Bronchien und
der Lunge
B.
Krankheitslast im Jahr 2002 weltweit unter Erwachse nen
im Alter von 15 — 59 Jahre im Alter ab 60 Jahre
Erkrankung DALYs Erkrankung DALYs
1. | HIV/IAIDS 68661000 Ischamische 31481000
Herzerkrankung
2. | Depressive Erkrankungen 57843000 Cerebrovaskuléare 29595000
Erkrankungen
3. | Tuberkulose 28380000 Chronische obstruktive 14380000
Lungenerkrankung
4. | Verkehrsunfalle 27264000 M. Alzheimer und andere 8569000
Demenzerkrankungen
5. |Ischamische 26155000 Katarakte 7384000
Herzerkrankung

DALYs (Disability adjusted life years) = um Behinderungen bereinigte Lebensjahre, als Indikator fir

die Zeit, die in Behinderung verlebt wird oder durch vorzeitige Sterblichkeit verloren geht

Abb. 1: Todesfalle und Krankheitslast nach Erkranku
2002 (modifiziert nach [1])

ngen bei Erwachsenen weltweit im Jahr
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1.2 Manifestationsformen und Therapie der ischamidten Herzerkrankung

Die ischdmische Herzkrankheit manifestiert siclineats zu 40 % als Angina pectoris (AP),
zu 40 % als Herzinfarkt und zu 20 % als plotzlichierztod. Pathophysiologisch liegt dieser
Erkrankung eine Atherosklerose und StenosierungKamonararterien zu Grunde, wodurch
die erforderliche Sauerstoffversorgung der Herzralaglr unter Belastung bzw. spater auch
in Ruhe nicht mehr gewdhrleistet ist. Man untetrtgié IHK, oder auch synonym koronare
Herzkrankheit (KHK) genannt, in die stabile Angimectoris und das akute koronare
Syndrom (ACS). Unter die Entitat des ACS fallt tiistabile Angina pectoris, der Herzinfarkt
ohne ST-Hebung (NSTEMI) im EKG, der Herzinfarkt n8T-Hebung (STEMI) und der
plotzliche Herztod. Unter einer instabilen AP vehdtman jede erstmals aufgetretene AP,
eine an Schwere, Dauer oder Haufigkeit zunehmerfeleefne AP in Ruhe, sowie eine AP
mit zunehmendem Bedarf an antiangiosen Medikamenféahrend die stabile Angina
pectoris konservativ behandelt werden kann, sdelt ACS eine Notfallsituation dar. Hierbei
sollte der Patient, neben der konservativen Basigflie und der nicht invasiven Diagnostik,
einer Koronarangiographie mit der Mdglichkeit eif®evaskularisation des verengten bzw.
verschlossenen Gefasses zugefiihrt werden [2]. Eibenblick tiber das klinische Prozedere
bezuglich der Diagnosefindung und Risikostratifizieg des ACS gibt die nachfolgende
Abbildung, welche den Leitlinien der Deutschen deskaft fir Kardiologie entspricht [3].
Bei akutem koronarem Syndrom mit ST Hebung oderemeldlinksschenkelblock im 12
Kanal EKG muss hiernach sofort eine Koronarangiogiea mit Interventionsmaoglichkeit
durchgefuhrt werden. Ohne ST Hebung im EKG ergiich fbei dem Vorliegen von
Risikofaktoren wie Diabetes mellitus, einer Tropwmrhohung, einer signifikanten ST
Streckensenkung, einer therapierefraktdren Symptomainer hdmodynamischen oder
Rhythmusinstabilitat die Indikation einer invasivaferzkatheterdiagnostik frihelektiv
innerhalb von 48 Stunden. Ohne dem Vorliegen vaikBiaktoren und einer erfolgreichen
konservativen Therapie mit Symptomfreiheit sollteehs zunachst eine nichtinvasive
Diagnostik mittels z. B. Belastungs EKG anschliasg®e invasive Diagnostik kann dann zur
definitiven Abklarung und evtl. Behandlung vorliegier Stenosen folgen bzw. sollte sich

einem positiven Belastungstest anschliessen.
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Patient mit akutem Koronarsyndrom
Angina >20 min in arztlicher Begleitung

'

Krankenhauseinweisung
12-Kanal EKG innerhalb 10 min
Troponin sofort, Ergebnis < 60 min
Anamnese und Untersuchung

/\ ST Streckenhebung,

Keine ST
Streckenhebung _ Neuer
Linksschenkelblock
Risikomerkmale Keine Reperfusions-
Troponinerh6éhung Risikomerkmale therapie
ST Streckensenkung > 0,1 mV
Hamodynamische Instabilitat
Rhythmusinstabilitat
Refraktare Angina Erneut 12 Kanal EKG/ggf. kont.
Diabetes mellitus Monitoring/Troponinkontrolle
Risikomerkmale Keine
l oder erneute AP Risikomerkmale

Invasive %

Herzkatheterdiagnostik Belastungstest Konservativ

Abb. 2 Algorithmus zu Diagnosefindung und Risikostr atifizierung des ACS (modifiziert
nach [3])
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1.3 Perkutane transluminale Koronarangioplastie

Wahrend bei einigen Befunden, wie z.B. einer sigaiften Hauptstammstenose der linken
Koronararterie, einer symptomatischen 3-Gefassekkieg oder einer 2-Gefasserkrankung
mit Hauptstammaquivalent, nach wie vor die opeeakwronarrevaskularisation mittels z.B.
Bypassoperation indiziert ist [2], nimmt die pewkog transluminale Koronarangioplastie
(PTCA) immer mehr an Bedeutung zu. Einen Uberblibkr die klinischen Indikationen fiir
die Durchfuihrung einer Koronarangiographie mit eRITCA gibt Abb. 3 [4]. So sollte eine
Koronarangiographie mit evtl. sich anschliessendatervention nach objektiven
Ischamiezeichen in anderen Untersuchungen, wie BBlastungs EKG oder auch
Szintigraphie, erfolgen. Die Indikationen wurderclaschon in Bezug auf die Leitlinien der
Deutschen Gesellschaft fur Kardiologie im vorheegeten Abschnitt besprochen. Dieses
Verfahren wurde erstmals im Jahre 1977 von And@&dmtzig eingesetzt. Man geht hierbei
Uber einen arteriellen Zugang, typischerweise (iherrechte Femoralarterie, retrograd mit
einem Katheter durch die Aorta bis in die Koron&éiigee vor. Dort kdénnen mittels
Kontrastmittelinjektion die Gefasssituation undleliestehende Stenosen dargestellt werden,
und gegebenenfalls mit einem Interventionskatheder, u. a. einen aufblasbaren Ballon
enthalt, diese Verengungen dilatiert werden. Dulehstetige technische Weiterentwicklung
verminderte sich die Komplikationsrate dieses Madas [4]. In der Bundesrepublik
Deutschland nahm die Anzahl der durchgefihrten Karangiographien von 56797 auf
652781, und die Anzahl der hierbei durchgeflhrteosrokarinterventionen von 2809 auf
221867 im Zeitraum von 1984 bis 2003 zu. [5]
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Indikationen :
1. Angina pectoris
a. De novo AP
b. Stabile AP
Stumme Ischamie
d. Instabile AP
e. AP Rezidiv
- nach Bypass Operation
- nach PTCA
2. AP Aquivalent
a. Arrhythmien/ erfolgreiche Reanimation nach plotz lichem Herztod
b. Dyspnoe
c. Synkopen/ Prasynkopen
3. Myokardinfarkt
a. Postinfarkt AP
b. Primare PTCA
c. Kardiogener Schock
d. Positiver Ischamienachweis
e. Ventrikuldre Rhythmusstérung nach Myokardinfarkt
4. Objektive Ischamiezeichen
a. Ruhe EKG
Belastung EKG
24h EKG
Stressechokardiographie

Belastungsszintigraphie

-~ 0o a2 0o T

Positronen Emissions Tomographie

Abb. 3 Klinische Indikationen fiir die Durchfiihrung einer PTCA (modifiziert
nach [4])

1.4 Komplikationen der perkutanen transluminalen Kaonarangioplastie
und der Stentimplantation

Akute Komplikationen der PTCA sind mit einer Inzide von 4 - 8 % v.a. ein
Gefassverschluss, wodurch ein Myokardinfarkt ehtstekénnte. Der Verschluss ist in 80 %
durch eine Koronardissektion bzw. ein intramurd@snatom, in 20 % durch eine Thrombose
oder durch einen Koronarspasmus bedingt. Das Gké#iss entweder durch eine sich direkt
anschliessende Stentimplantation oder durch einveeimger als 1 % der Félle notwendigen,
notfallmassigen Bypassoperation wiederertffnet eerdbtents sind Gefassstiutzen, die Uber

den Interventionskatheter von innen in die Arteziegebracht werden, um das Gefass zu
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weiten. Ein Stent besteht aus einem feinen, deknbabhrenférmigen Metallgeflecht, das in
die verengte Stelle des Gefaldes eingesetzt wirdlaridrerbleibt (siehe Abb. 4) [6].

Abb. 4 PTCA und Stentimplantation tber einen Interv  entio nskatheter [6]

A. Der Stent ist auf dem Angioplastie-Ballonkatheter befestigt und wird mit diesem
an die Lokalisation der Stenose im Geféss gebracht

B. Der Angioplastieballon wird aufblasen, und hierdurch der Stent in die Innenwand
des dilatierten Geféasses gedrickt

C. Anschliessend wird der Ballon entleert, der expandierte Stent verbleibt an der
Arterienwand
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Die Stentimplantation ist unter diesen Umstande®bir- 100 % erfolgreich. Eine eher seltene
Komplikation ist die Koronarperforation oder — rupt Ausserdem kann es wahrend einer
PTCA zu Arrhythmien und einer art. Hypotonie kommieben den akuten Komplikationen
ist v.a. die Entwicklung einer Restenose des betiterd Gefasses die wichtigste Limitation
dieser Revaskularisierungsmethode im LangzeitverRie Restenoserate lag wahrend der
letzten 20 Jahre bei einer Inzidenz von 30 — 50e¥oRatienten nach Ballonangioplastie [4].
Mit Hilfe von angiographischen Untersuchungen kenigezeigt werden, dass sich die
Restenose am haufigsten nach 1-3 Monaten und b 88r Patienten wahrend der ersten 6
Monate entwickelt [7, 8]. Durch den Einsatz vonrétmarstents konnte die Restenoserate im
Vergleich zur konventionellen Angioplastie gesenktden [9, 10]. Doch auch der Erfolg des
Einsatzes von Stents wird durch das Auftreten eRestenose limitiert. Trotz aktueller
Verbesserungen im Stentdesing und dem Einsatz vedikdmente-freisetzende Stents
kommt es immer noch in etwa 10 — 20 % der Intefiveen, in Abhangigkeit des jeweiligen
Risikoprofils, zu der Entwicklung einer Resteng$#&, 12]. Zu den Risikofaktoren zé&hlen
klinische, anatomische und eingriffsspezifischeaReater (siehe Abb. 5) [4]. So erh6hen
kardiovaskuldre  Risikofaktoren, wie  NikotinabususDiabetes  mellitus und
Hypercholesterinamie die Wahrscheinlichkeit eineest@noseentwicklung. Auch die
Lokalisation und die Ausprdgung der Stenose spied@me Rolle. Hinzu kommen
eingriffsspezifische Parameter, wie eine residustEnose >30 % nach durchgefiihrter PTCA

sowie die GroRRe des verwendeten Ballons.

Eingriffsspezifische

Klinische Parameter

Anatomische Parameter

Parameter

e Manner
¢ Nikotinabusus

¢ Diabetes mellitus

¢ Proximale, ostiale
Lokalisation der Stenose
¢ RIVA Stenose

¢ Residuelle Stenose > 30%

e Zu klein dimensionierte

Ballons
» Hypercholesterindmie * Venenbypassgrafts
« Dialysepflichtige » Totalverschlisse
Niereninsuffizienz « Bifurkationsstenose
« Akute Koronarsyndrome * Prasenz von Kollateralen
* Lange Stenosen
Abb. 5 Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Res tenose [4]
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1.5 Pathophysiologie der Restenosierung nach perkarer transluminaler
Koronarangioplastie und nach Stentimplantation

Die Pathophysiologie der Restenoseentstehung idtar@h von Tiermodellen und
menschlichen Préparaten gut untersucht. Es kommidére PTCA mit oder ohne Stent
Implantation durch die Dilatation des Gefasses inereVerletzung der Gefasswand. Die
nachfolgende Reaktion des Korpers auf diese Vengfz die sofort nach der erfolgten
Intervention beginnt und typischerweise nach 3 Mdhaten in einer Restenosierung des
Gefasses endet, ist entscheidend fur den Langodgtetieser Methode. Die Restenosierung
ist auf der einen Seite durch Schrumpfen des Gdifidsismessers aufgrund elastischer
Ruckstellkrafte und eines fibrotischen Umbau dewéditia bedingt. Auf der anderen Seite
kommt es zu einer sogenannten Neointimabildung¢tdwra. Proliferation und Migration
verschiedener Zellarten in der Gefadsswand. Durgtieb®lechanismen verkleinert sich das
Lumen des Gefasses erneut. Die Schrumpfung des$ggfrschnitts durch elastische und
fibrotische Veranderungen konnte durch den EingatzStents behoben werden, die wie ein
Gerust von innen diese Wiederverengung verhindBra. pathologische, tberschiessende
Neointimabildung jedoch ist nach einer Stentimm#oh im Vergleich mit der
konventionellen Ballonangioplastie sogar verstarktl fuhrt zu einer Restenosierung des
Gefasses. Das Ergebnis dieser pathologischen Reakst auch in dem in Abb. 6
dargestellten restenosierten Gefass zu erkennenNBointima entwickelt sich in mehreren
Stadien, ahnlich einer Uberschiessenden Wundhaitaagtion. In einer ersten Phase kommt
es zu einer raschen Thrombozytenaggregation arstiien, an denen das Gefass durch die
Ballondilatation und Stentimplantation verletzt evitnnerhalb der ersten 24 Stunden kommt
es weiterhin zu einer Akkumulation von Fibrin undytBrozyten an die aggregierten
Thrombozyten. Durch den Einsatz von GP lIb/llla &gdnisten, wie z.B. Tirofiban, kann die
Uberschiessende Aggregation von Thrombozyten ntéhfolgendem Gefassverschluss gut
beherrscht werden. In der weiteren Folge kommt es ener Anhdufung von
Entzindungszellen in der Gefasswand. Es konntehdorehrere Arbeitsgruppen gezeigt
werden, dass es zu einer Ausschuittung untersathedliZzytokine und Wachstumsfaktoren
durch verschiedene Zellarten kommt und sich ausserBlasmaproteine wie Vitronektin,
Osteopontin und Fibronektin an den Stellen derdrée anreichern. Auch Zellrezeptoren, im
speziellen dasyf3 Integrin, werden in diesem Zusammenhang vermedmtiraiert [13-16].
Durch die Kombination dieser chemotaktischen ungtdtaktischen Stimuli kommt es zu
einer Proliferation und Migration hauptsachlich vglatten Gefassmuskelzellen, welche zu

einer Akkumulation dieser Zellen in der Neointim#ift. Hierdurch kommt es zu einer
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Vergrosserung des Volumens der Zellwand mit nagefodler Stenosierung des
Gefasslumens. Vor allem die Migration von glatteefdSsmuskelzellen aus der Media des
Gefasses in Richtung des Gefasslumens und die ¥emaémg ihres Phanotyps zu einer
Sekretionsform wird fur die Wiederverengung derefid verantwortlich gemacht [17, 18].

Es konnte gezeigt werden, dass die hierbei entstiehBleointima hauptsachlich aus glatten
Muskelzellen und EZM Proteinen besteht. Das Ergeldieser tberschiessenden Heilung
fuhrt zu der Entstehung einer Restenose, mit eimeraut verminderten Blutfluss. Dies zeigt
sich durch ein Wiederauftreten der klinischen Issiggymptome, und macht oft eine erneute
Intervention notwendig. Dem besseren Verstandnisd wter Verhinderung dieser

pathologischen Neointimabildung mit nachfolgendeestenosierung des behandelten
Gefasses kommt, angesichts immer weiter steigentigerventionszahlen, unter

medizinischen wie auch unter wirtschaftlichen Geisipunkten eine immense Bedeutung zu.

| ! / “

f - . \ .'II *
v g/ |

1 5% ) |

.-;:'-'-.
: s .rlr';'f-
A ‘L_H_—--"'J :
B.

| | LI R 5

Abb. 6 Restenosierung nach Stentimplantation [modif iziert nach 19]

A. Zu erkennen ist in der Abbildung ein durch Neointimabildung restenosiertes Gefass
nach PTCA mit Stentimplantation 10 Monate zuvor. Mit den Pfeilspitzen ist das
urspriingliche Lumen des dilatierten Geféasses zu erkennen. Durch die Neointimabildung
ist dieses erneut deutlich reduziert worden. Mit einem Stern ist der implantierte Stent
markiert. Man erkennt, dass an dieser Stelle die Neointimabildung noch ausgepragter
ist. Der Grossenbalken entspricht 0,2 mm.

B. Hier ist ein Gefassausschnitt zu erkennen, der mit a Actin gefarbt wurde. Zu erkennen
ist, das die Neointima zu einem grossen Teil aus glatten Muskelzellen besteht. Der Stern
markiert den implantierten Stent. Der Grossenbalken entspricht 0,12 mm.
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1.6 Verminderung der Restenose durch Medikamente-fisetzende Stents

Um einer Restenoseentwicklung entgegen zu wirkansich hauptséchlich die Verwendung
von Medikamente-freisetzenden Stents durchgedgtztdieser Strategie sollen in einem auf
dem Stent aufgebrachten Polymer enthaltene Sulestdokal an dem Ort des pathologischen
Geschehens freigesetzt werden und die EntstehungNdeintima verhindern [17, 18].
Aktuell verwendete Medikamente-freisetzende Steb&inhalten immunsupressive und
zytostatische Substanzen, wie z.B. Sirolimus o@etifaxel. Hierdurch konnte das Auftreten
einer Restenose signifikant reduziert werden [1&er die Restenosierung konnte durch den
Einsatz dieser Stents nicht bei allen Patientehindert werden, v.a. nicht wenn sie einer
Gruppe mit einem erhéhten Restenoserisiko angehd@mit wurde bei diesen Patienten oft
eine erneute Intervention notig. Ausserdem hemnenrspezifischen zytostatischen Effekte
dieser Substanzen auch die Migration von EndotheizeDies fuhrt zu einer verzdgerten
oder unvollstandigen Heilung der Lasionen und kamn erhthtes Risiko fir eine spate
Thrombose darstellen [20, 21]. So hat die amerdc® Zulassungsbehdérde FDA alle Arzte
im September 2006 aufgefordert, Medikamente-freesete Stents nur noch in den
zugelassenen Indikationen anzuwenden, da ihr Einmasonsten evtl. sogar eine erhohte
Gefahr fUr den behandelten Pat. bedeutet. US Estpeethnen vor, dass es durch den Einsatz
medikamente-freisetztender Stents ausserhalb stréndikationsstellung zu mehr als 2000
Todesfallen pro Jahr komme [22]. Deshalb wére essalienswert eine selektivere Substanz
fur einen Medikamente-freisetzenden Stent zu vedeen die eine Restenosierung des
Gefasses verhindert, ohne die Nebenwirkungen vaelektiven Wirkstoffen mit sich zu

bringen.

1.7 Rolle der Integrinrezeptoren in der Restenoseéstehung

Einen vielversprechenden Ansatz fur die Vermindgrdar Restenose nach PTCA stellt die
direkte Inhibition der Migration von glatten Geféssskelzellen tber Oberflachenrezeptoren
dar, die fur die Adhasion und Migration dieser ellverantwortlich sind. Im besonderen ist
die Gruppe der Integrin Rezeptoren fur die Bindumgn Zellen an Proteine der

extrazellularen Matrix notwendig. Integrine sind tdredimere Glykoproteine der

Zellmembran, bestehend aus je eimerundf - Untereinheit, die nicht kovalent miteinander
verbunden sind. Sie haben einen kurzen zytoplasaoinein Fortsatz, der, mit Ausnahme der
B4 Untereinheit, 30 — 50 Aminosauren lang ist [28}rdzellular binden sie an einen Protein

Komplex, der u.a. Talin, Vinculin, Actintin und Rihin enthélt [24]. Uber sogenannte fokale
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1. Einleitung

Kontakte wird Uber Integrinrezeptoren eine Verbmglzwischen der extrazellularen Matrix
und dem Zytoskelett der Zelle hergestellt. Diesantktstellen sind u.a. fur die Migration
von Zellen essentiell und unterliegen einer stéemiglynamischen Umformung. An der
Regulation der Protein Komplexe sind u.a. auchoreeslene Proteinkinasen, wie die ,focal
adhesion kinase* (FAK), beteiligt [25].

RAARRRRARA

ARARAR,
JVUVULRUW .

Abb. 7 Integrinrezeptor mit intrazellularen Verbind ungen (modifiziert nach [26])
Dargestellt ist ein Integrinrezeptor, bestehend aus einer a - und einer 3 - Untereinheit in der
Zellmembran. Der zytoplasmatische Fortsatz des Rezeptors ist assoziiert mit verschiedenen

intrazellularen Proteinen und der Proteinkinase FAK (focal adhesion kinase).

Jede Kombination dear - undp - Untereinheiten hat eine Spezifitat fir bestimintganden
der extrazellularen Matrix [23] und Ubernimmt auslifgaben in der Signaltransduktion. So
regulieren Integrinrezeptoren die Aktivitat versztener zytoplasmatischer Kinasen, von
Wachstumsfaktorrezeptoren und lonenkanalen. Aueh @liganisation des intrazelluléaren
Aktinzytoskeletts wird u.a. durch sie gesteuert7][2Diese Rezeptorfamilie spielt eine
bedeutende Rolle u.a. in der Zelladhasion [28], Rietiferation, der Apoptose [29] und der
Zellmigration [30]. Verschiedene Typen aus dieseruppe werden auf glatten

Gefassmuskelzellen (GMZ) exprimiert. Wahrend di¢ednine osp; und ogsp; v.a. der
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1. Einleitung

Adhasion der GMZ an EZM Proteine, wie FibronektinduKollagen, dienen, stellen die
Dimere ayps und oayvPs Zellrezeptoren fir Osteopontin und Vitronektin dg@l]. In
Vorarbeiten anderer Arbeitsgruppen konnte gezeiyiden, dass v.a. dasfs Integrin bei
der Entstehung der Neointima mit daraus resultd@eRestenosierung im Gewebe vermehrt
exprimiert wird. Auch Plasmaproteine wie Vitronektind Osteopontin reichern sich an den
Stellen der durch PTCA verursachten Lasionen anlfl]3 Diese Proteine stellen Liganden
des Integrinsu/p3 dar [23]. Verschiedene in vivo und in vitro Stutdieeisen darauf hin, das
die Inhibition dieses Membranproteins mittels Pagrti oder Antikorpern die Wanderung
glatter Gefassmuskelzellen hemmen [32, 33] und HEmstehung einer Restenose im
Tiermodell signifikant vermindern kann [31, 34, 3%ber keiner dieser Ansatzen konnte,
aufgrund der Pharmakologie der Substanz oder dewi€dgkeit der Verabreichung, klinisch
genutzt werden, um die Restenoseentstehung naeln BINCA mit Stentimplantation bei
Patienten zu verhindern. Dex/s Integrinrezeptor stellt somit einen vielverspreuen
Angriffspunkt zur Verhinderung einer Restenosierwlay. Man muss fir einen effizienten
klinischen Einsatz eine geeignete Substanz auswéhlend eine effektive

Applikationsmoglichkeit entwickeln.
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2. Zielsetzung

2. Zielsetzunqg der Doktorarbeit

Im Rahmen dieser Doktorarbeit soll die Basis flre dburchfiihrung eines
Tierexperiments geschaffen werden. In VersuchendsolEinfluss eines von der Firma
Merck zur Verfigung gestelltenay Integrininhibitors (Cilengitide) auf die
Signaltransduktion, die Adhasion und die Migratiorprimérer glatter
Gefassmuskelzellen mit Hilfe von Zellkulturen edcnt werden. Diese Ergebnisse
sollen die Grundlage fur die Entwicklung eines Maanente-freisetzenden Stents
legen, der mittels der lokalen Freisetzung diesbgbitors selektiver und effektiver als
die aktuell eingesetzten Produkte eine Restenosmiting nach PTCA mit
Stentimplantation  verhindern soll. Fir die Versuch&erden primare
Gefassmuskelzellen verwendet, die in der Pathoplogge der Neointimaentwicklung

eine bedeutende Rolle einnehmen [36].

Ziele der Doktorarbeit sind:

=» Nachweis deray Integrine und Charakterisierung der verwendetamgren
glatten Gefassmuskelzellen mittels Immunfluoreseekmskopie

= Untersuchung der intrazellular induzierten Signskealen nach Stimulation der
ay Integrine durch Proteine der extrazellularen Mat(EZM) und der
Veranderungen dieser Signale durch den Einfluss adedntegrininhibitors
mittels Western Blot Analysen und Immunfluoreszeikzaskopie

=>» Adhéasionsexperimente auf verschiedenen EZM Prateurel Beurteilung der
Veranderungen durai, Integrininhibition

=» Migrationsversuche unter Stimulation durch die EZMroteine und
Untersuchung, ob der verwendete Inhibitor in dege_#st die Wanderung der

GMZ zu hemmen
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3. Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verwendete Zellart

Die verwendeten primaren Gefassmuskelzellen stammates Koronararterien von
Schweinen. Sie wurden von der Firma ,Cell Applioas Inc.”, San Diego, USA

bezogen. Die Passagen 3 bis 9 wurden fiir die Bxpeete verwendet.

3.1.2 Medien und Verbrauchsmaterialien fiur die Zelkultivierung

Folgende in der Tabelle aufgefihrte Medien und Kiaien wurden fir die
Kultivierung der priméren Gefassmuskelzellen urel\dersuche verwendet.

Name Beschreibung Firma
PAA Lab.,

DMEM synthetisches Zellkulturmedium mit L-Glutamin Linz,
Osterreich
Cambrex,

) East

SMGM Wachstumsmedium fiir glatte Muskelzellen

Rutherford,

USA
PAA Lab.,

FCS Fotales Kalberserum Linz,
Osterreich
PAA Lab.,

Serumarmes ]

) DMEM mit 0,5 % FCS Linz,

Medium .. .
Osterreich
) PAA Lab.,

Suspensions- ] ) ] ]

) DMEM mit 0,25 % Rinderserumalbumin Linz,

medium N .
Osterreich
PAA Lab.,

Einfriermedium DMEM mit 20 % FCS und 10 % DMSO Linz,
Osterreich

Tab. 1 Ubersicht Uber die fir die Zellkulturen verw endeten Medien und
Verbrauchsmaterialien
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3. Material und Methoden

3.1.3 AntikOrper

Die in der Tabelle aufgefuhrten Antikérper wurdem iden angegebenen
Konzentrationen fir die Immunfluoreszenzmikroskofi® bzw. flr die Western Blot

Analysen (WB) verwendet.

) Konzen- }
Antikorper Typ Name Herkunft ) Firma
tration
Sigma Aldrich,
Vinkulin (human) IgG hVin-1 Maus 1:100 IF Deisenhofen,
Deutschland
] Sigma Aldrich,
Myosin (glatter ]
1gG; HSM-V Maus 1:100 IF Deisenhofen,
Muskel)
Deutschland
Sigma Aldrich,
o-Aktinin IgM BM-75.2 Maus 1:100 IF Deisenhofen,
Deutschland
) Sigma Aldrich,
a-Aktin (glatte )
19G,, 1A4 Maus 1:100 IF Deisenhofen,
Muskelzelle)
Deutschland
) Chemicon,
ayPBs Fluoreszein .
o 19G; P1F6 Maus 1:100 IF Hampshire,
konjugiert (human)
England
) Chemicon,
ayPB; Fluoreszein _
o 19G, LM609 Maus 1:100 IF Hampshire,
konjugiert (human)
England
BD Transduction
FAK 1:100 IF .
19G, 77 Maus Lab, Heidelberg,
monoklonal 1:1000 WB
Deutschland
D. Schlaepfer,
FAK ) The Scripps
poly. Kaninchen 1:400 IF
polyklonal Research
Institute, USA
_ Biosource Int.
pY397 FAK poly. Kaninchen [1:1000 WB )
Camarillo, USA
Santa Cruz,
Talin poly. Kaninchen 1:200 IF Heidelberg,
Deutschland

-15 -



3. Material und Methoden

) Konzen- }
Antikorper Typ Name Herkunft ; Firma
tration
Upstate Biotech.,
Phosphotyrosi IgG 4G10 M L1001F H hi
osphotyrosin aus ampshire,
proy =2 1:1000 WB P
England
Molecular
Phalloidin Probes,
o 1:200 IF
FITC konjugiert Karlsruhe,
Deutschland
Molecular
Phalloidin Probes,
o 1:400 IF
TRITC konjugiert Karlsruhe,
Deutschland
Phalloidin MoBiTec,
Alexa 488 1:200 IF Gottingen,
konjugiert Deutschland
Jackson Immuno
Ziege anti Maus ) Research,
o [+]€] Ziege 1:100 IF ) )
Cy 3 konjugiert Cambridgeshire,
England
Jackson Immuno
Ziege anti Maus ) Research,
o 19G Ziege 1:100 IF ) )
Cy 2 konjugiert Cambridgeshire,
England
) ) Jackson Immuno
Ziege anti
) ) Research,
Kaninchen [s]€] Ziege 1:100 IF ) )
o Cambridgeshire,
Cy 3 konjugiert
England
Kaninchen anti
. _ Dako, Hamburg,
Maus Peroxidase Kaninchen | 1:3000 WB
o Deutschland
konjugiert
Protein A ICN Biomedicals
] Staph. )
Peroxidase 1:3000 WB Irvine, USA
o aureus
konjugiert

poly. = polyklonaler Antikdrper, IF = Verwendung fu

Tab. 2 Ubersicht tiber die firr die Versuche verwende

Verwendung fur Western Blot Analysen
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3. Material und Methoden

3.1.4 Losungen, Puffer und Verbrauchsmaterialien ftiZellkulturversuche

PBS

PBS™

Ripa Lyse Puffer

Triton Puffer

Blockierlosung

Natriumboratpuffer

Kristallviolett

Fixierungslosung

0,2 g KCI, 0,2 g KKPQy, 0,1 g MgC} H,0O, 8 g NaCl, 2,16 g
NaPO, 7 HO, pH 7,4, ad 1 | mit A. bidest (1 x PBS)

PBS mit 0,25 mM MgGlund 0,35 mM CaGl

Triton x-100 (1 %), Hepes (50 mpH 7.4, NaCl (150 mM),
Glycerol (10 %), EGTA (1 mM), MgGl (1.5 mM),
Natriumpyrophosphat (10 mM), NaF (100 mM),
Deoxycholatsaure (1 %), SDS (0.1 %), Natriumortmakat (1
mM), Leupeptin (5 pg/ml), Aprotonin (10 pg/ml) Pelfac (10
pa/ml), Pepstatin (5 pg/ml), Benzamidin (10 pM)

Triton X-100 (1 %), Hepes (50 mM) pt4, NaCl (150 mM),
Glycerol (10 %), EGTA (1 mM), MgGl (1,5 mM),
Natriumpyrophosphat (10 mM), NaF (100 mM),
Natriumorthovanadat (1 mM), Leupeptin (5 pg/ml), régonin
(10 pg/ml) Pefabloc (10 pg/ml), Pepstatin (5 pg/mBnzamidin
(10 pM)

PBS mit 10 % Kalberserum und evtl. 0,2 % Saponin (e
Anséatzen, in welchen die Zellen mit Paraformaldeliiydgert

wurden)

5,03 g di-Natriumtetraborat gelih 250 ml A. bidest (0,1 M),
pH 9,4

250 mg in 5 ml 96 % Ethanol (5 % 4uing)

75 ml 50 % Ethanol mit 25 ml Eséige
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3. Material und Methoden

Trypsin/EDTA 0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA in PBSPAA Lab., Linz,

Osterreich)

MEM NEAA nicht essentielle Aminosauren (PAA Labint, Osterreich)
Vitronektin human (Chemicon, Hampshire, England)
Fibronektin vom Rind (MP Biomedicals, Irvine, USA)
Poly-D-Lysin (Sigma Aldrich, Deisenhofen, Deutscida

ay Integrininhibitor Cilengitide (Merck, Darmstad@geutschland)

3.1.5 Losungen und Puffer fiir SDS-PAGE, Coomassiafiung und Western Blot
Analysen

Probenpuffer (2 x) 125 mM Tris-HCI (pH 6,8), 10 f4Viercaptoethanol, 5 % SDS,
0,1 % Bromphenolblau, 20 % Glycerol

Probenpuffer (4 x) 250 mM TRIS-HCI (ph 6.8), 20 B4Viercaptoethanol, 10 %
SDS, 0,2 % Bromphenolblau, 40 % Glycerol

SDS-PAGE-Standard 5 mg Meerrettich Peroxidase PR#) kSmg Rinderserumalbumin
(66 kDa), 5 mg Lipoxidase (96 kDa), 5 fi¢gGalaktosidase (116
kDa), 5 mg Myosin aus Kaninchenmuskel (205 kDapsfein
5ml Triton-Puffer und 5ml 2x Probenpuffer

Sammelgel-Puffer 0,5 M Tris-HCI pH 6,8

Trenngel-Puffer 1,5 M Tris-HCI pH 8,8
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3. Material und Methoden

APS

TEMED

SDS

Laufpuffer

Farbeldsung

Entfarbelésung

Transferpuffer

TBS

TBS-T

Blocklésung

ECL

H»0,-LOsung

“Stripping”-Puffer

10 % Ammoniumperoxodisulphat

0,1 % N,N,N",N"-Tetramethyldiamin

20 % SDS

25 mM Tris-HCI, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS

25 % Isopropanol, 10 % Eisessig, 0,08&bmassie Brillant
Blue R 250

10 % Isopropanol, 10 % Eisessig

6,0 g Tris-Base, 28,8 g Glycin, 480Methanol, 0,1 % SDS, ad

2 | mit A. bidest

25 mM Tris (pH 7,5), 125 mM NaCl

25 mM Tris (pH 7,5), 125 mM NaCl, 0,1 % Twe2n

2 % BSA in TBST, 0,05 % NaN

0,225 mM p-Coumaratsaure, 1,25 mM Luminol, K, Tris-Base
pH 8,5

30 % Wasserstoffperoxid

0,8 % SDS, 0,8 $-Mercaptoethanol, 80 mM Tris-HCI pH 6,8

3.1.6 Chemikalien und Kits

Acrylamid (Roth GmbH, Karlsruhe), Ammoniumsulfat dfR GmbH, Karlsruhe),
Antibiotika (Roth GmbH, Karlsruhe), APS (Roth GmbKarlsruhe), BSA (Roth
GmbH, Karlsruhe), Chemiglow (Alphainnotech, Sanndra, USA), Glycerin (Roth
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3. Material und Methoden

GmbH, Karlsruhe), Glycin (Sigma Aldrich, Deisenhofemounting Medium (Dako,
Hamburg, Deutschland), Paraformaldehyd (Roth GmBHdrlsruhe), Protein A/G
Agarosebeads (Santa Cruz, Heidelberg, Deutschlas#ponin (Roth GmbH,
Karlsruhe), TEMED (Roth GmbH, Karlsruhe), Tris-BagRoth GmbH, Karlsruhe),
Triton-X-100 (Roth GmbH, Karlsruhe), Trypton (Ro@mbH, Karlsruhe), Tween-20
(Roth GmbH, Karlsruhe-Mercaptoethanol (Roth GmbH, Karlsruhe)

3.1.7 Laborgerate und Verbrauchsmaterialien

Autoklav (Varioklav, Thermo Electron GmbH, Obersabhtheim, Deutschland),
Deckglaschen/Objekttrager (Knittel, Braunschweig,eui3chland), Eismaschine
(Scotsman, Vernon Hills, USA), Elektroblot-AppanmatyBio Rad, Mdunchen,

Deutschland; Schleicher & Schuell, Dassel, Germarntwickler (Agfa, Kalin,

Deutschland), Filmkassette (Rego, Augsburg, Deldaad), FPLC (Bio Rad, Mlnchen,
Deutschland), Gelapparatur fur Polyacrylamidgeletghorese (Bio Rad, Munchen,
Deutschland), Geldokumentation (Bio Rad, MinchergutBchland), Glaswaren
(Schott, Mainz, Deutschland; VWR Brand, Wien, Ostieh), Heizblocke (Roth
GmbH, Karlsruhe, Deutschland; Grant Boekel, Cangasthire, England), Inkubatoren
(Heraeus, Hanau, Deutschland), Konfokales Mikroskdpiss, Jena, Deutschland),
Kahl- und Gefrierschranke (Privileg, Furth, Deutscid), Magnetrihrer (lka, Staufen,
Deutschland), pH-Meter (Beckman, Krefeld, Deutsati)a Phasenkontrastmikroskop
(Nikon, Dusseldorf, Deutschland), Photometer (Haddjsseldorf, Deutschland),
Pipetten (Gilson, Middleton, USA), Pipettierhilf@rand, Wertheim, Deutschland),
Plastikwaren  (Eppendorf, Hamburg, Deutschland; @i Frickenhausen,
Deutschland; Vitaris, Baar, Schweiz), PVDF-Membran@illipore, Schwalbach,

Deutschland), Ro6ntgenfilme Retina (Dunker, HattmgeDeutschland), Schittler
(Buhler, Hechingen, Deutschland), Schwenker (H@llplSchwabach, Deutschland),
Spannungsgerate (Bio Rad, Minchen, Deutschlandrill&nk (Heraeus, Hanau,
Deutschland), Thermomixer (Eppendorf, Hamburg, Behlaind),

Tieftemperaturgefasse Nalgene (Nalge Nunc Intesnatj Rochester, USA), Vortexer
(Ika, Staufen, Deutschland), Waagen (Kern, BaliAigemmern, Deutschland; Scaltec,
Gottingen, Deutschland), Wasserbader (Memmert, 8bheh, Deutschland; Julabo,
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Seelbach, Deutschland), Zahlkammer Neubauer (Brafdrtheim, Deutschland),
Zentrifugen (Heraeus, Hanau, Deutschland; Sorvidlermo Electron LED GmbH,
Langenselbold)
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultivierung

Kultiviert wurden die Zellen mit ,smooth muscle kgrowth medium“ bzw. mit
DMEM, dem 10% f6tales Kalberserum, Penicillin/Stoepycin und nicht essentielle
Aminosauren zugesetzt wurden bei 37°C und 5 %,.ClQle Arbeiten mit den
Zellkulturen wurden unter einer sterilen Werkbankathgefihrt.

Zum Splitten wurden die Zellen zunachst zweimal miiter Phosphat gepufferten
Salzlésung (PBS) gewaschen, dann mit 3 ml 0,025Wssin/EDTA fir ca. 3 min von
den Zellkulturplatten abgeldst und die Trypsinigyuanschliessend mit 3 ml des
serumhaltigen Kulturmediums abgestoppt. Anschlis$sgurde die Zellsuspension in
ein Zentrifugationsrohrchen Gbernommen und bei 800nin fir 5 min bei
Raumtemperatur abzentrifugiert. Der Uberstand wuallgesaugt und das Zellpellet
wurde danach in frischem Kulturmedium aufgenomnieist wurden die Zellen 1:3
auf mit 0,1 % Gelatine Uber Nacht bei 4°C beschighZellkulturschalen gesplittet. Fur
die Experimente wurden die Zellen von Passage 9 berwendet.

FUr die meisten Experimente wurden die Zellen (dacht mit einem serumarmen
Medium (DMEM mit 0,5 % fotales Kalberserum) inkuthieAls Suspensionsmedium
wurde DMEM mit 0,25 % Rinderserumalbumin verwendgéi den Experimenten
wurden zum Abstoppen der Trypsinierung 3 ml ein@5 @ Soja Trypsin Inhibitor
verdinnt in Suspensions Medium verwendet, um eitm@uBation der GMZ durch

Serumproteine zu vermeiden.

3.2.2 Einfrieren der primaren Gefassmuskelzellen

Um die primaren glatten Muskelzellen einzufrieram sie flr spatere Experimente zu
konservieren, wurden die Zellkulturschalen zunéachseimal mit PBS gewaschen.
Anschliessend wurden die Zellen mit 3 ml 0,025 %pSm/EDTA von den Platten
abgel6st. Die Trypsinierung wurde mit 3 ml desusdraltigen Kulturmediums
abgestoppt. Dann wurden sie fur 5 Minuten bei 60@ik) zentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und das Zellpellet in auf 4°C gekuhltefriErmedium (DMEM mit 20 %
FCS und 10 % DMSO) aufgenommen. DMSO dient als &ahittel. Es verhindert eine
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Zerstorung der Zellmembran durch Hemmung der Hlission des intrazellularen

Wassers. Eine Zellkulturschale wurde in 1 ml Medilaufgenommen und in

Tieftemperaturgefasse transferiert. Um einen sehden Einfrierprozess zu
gewahrleisten wurden die Zellen zunachst Gber Naeht 80° C in einer Styroporbox
gelagert. Am néchsten Tag wurden die Zellen inGisphase von fliissigem Stickstoff
(- 180°C) gebracht, wo sie dann dauerhaft gelagerten.

3.2.3 Auftauen der primaren Gefassmuskelzellen

Ein schneller Auftauvorgang ist fiir das UberlebenZkllen entscheidend. Der Kontakt
der Zellen zu DMSO sollte wahrend des Auftauvorgamgbglichst kurz gehalten
werden, da es fur die Zellen toxisch ist. Deshalioden die gefrorenen Zellen in einem
37°C warmen Wasserbad schnell erwdrmt. SobaldG8l& in Suspension vorlagen,
wurde diese in 9 ml Zellkulturmedium tbernommen ted 600 U/min fur 5 min bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wutsigeaaugt und das Zellpellet wurde
anschliessend in 10 ml frisches Zellkulturmediuniganommen und auf eine Uber
Nacht mit 0,1 % Gelatine beschichtete Zellkultuedehausgebracht. Kultiviert wurden
die primaren Gefassmuskelzellen bei 37°C und 5 % CO

3.2.4 Bestimmung der in einer Suspension enthaltem&ellanzahl

Die Anzahl der in der Zellsuspension enthaltenedledewurde mit Hilfe einer
.Neubauer improofed* Zahlkammer (Marienfeld) bestimHierzu wurden etwa 15 pl
der Zellsuspension in die Zahlkammer pipettiertsétriessend wurden jeweils 16 in
der Kammer vorgegebene Quadrate in den vier EckelKdmmer ausgezahlit. Die so
ermittelte Zahl musste durch 4 dividiert werden, uhe Zellzahl pro Milliliter
Suspension zu bestimmen. Um die Gesamtanzahl dderirSuspension enthaltenen
Primérzellen zu errechnen, musste dieser Wert marh d/olumen der Zelllésung

multipliziert werden.

Formel zum Errechnen der Zellzahl :

Gezahlte Zellzahl : 4 x Volumen der Zellsuspengioh) = Zellgesamtzahl x 10
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3.2.5 Immunfluoreszenzfarbungen

Fur die Immunfluoreszenzfarbung wurden 2 % Zéllen auf ein tiber Nacht mit einem
Protein bzw. mit 0,1 % Gelatine beschichtetes Didalpen ausgebracht, auf welchen
die Zellen adharierten. Fur die meisten Farbungerden die Primérzellen Gber Nacht
mit Zellkulturmedium inkubiert. Bei einigen Farbwerg wurde zu den kultivierten
Zellen der ay Integrininhibitor verdinnt in serumhaltigem Zelllkimedium
hinzugefiigt und die Gefassmuskelzellen nach 45fixigrt.

FUr einige Experimente wurden die Gefassmuskelzeleie bei den ,Replating*
Versuchen beschrieben, tber Nacht mit einem seraeraMedium (DMEM mit 0,5 %
fotalem Kalberserum) inkubiert und mit 0,025 % ASW/EDTA abgelost. Die
Trypsinierung wurde mit Soja Trypsin Inhibitor aBgEppt. Anschliessend wurden die
Zellen fur 5 Minuten bei 600 U/min abzentrifugiednd das Zellpellet in
Suspensionsmedium (DMEM mit 0,25 % Rinderserumalburaufgenommen. Die
Zellsuspension wurde fir eine Stunde bei 37° Ceinem Wasserbad unter
regelmassigem Schwenken belassen. Bei den FamumigeCilengitide wurde demy,
Integrininhibitor in den angegebenen Konzentrationeach 45 Minuten den
Zellsuspensionen im Wasserbad zugesetzt und diemel5 Minuten mit dem Inhibitor
inkubiert. Alle funf Minuten wurden die Zellen géseenkt um einem Verklumpen der
Zellsuspension vorzubeugen. Dann wurden 2 % Zéllen auf die mit verschiedenen
Proteinen beschichteten Deckglaschen ausgebrachtwindenen sie fur 45 min die
Mdglichkeit hatten zu adhéarieren.

Die Zellen wurden mit 4 % Paraformaldehyd fir 3Ghrbei Raumtemperatur bzw. mit
Aceton fur 10 min auf Eis fixiert. Anschliessendrden die Zellen dreimal mit PBS,
das 0,25 mM MgGlund 0,35 mM CaGlenthielt (PBS"), gewaschen. Dann wurde fir
5 min bei Raumtemperatur mit einer BlockierlosuR8$ * mit 10 % Serum) inkubiert.
Bei denen mit Paraformaldehyd fixierten Zellen @thdie Blockierldsung zusatzlich
0,2 % Saponin um die Zellmembran zu permeabilisiekit den in der Blockierldsung
verdinnten priméren Antikorper wurden die Zellen éine Stunde in den in Tab. 2
(siehe Punkt 3.1.3) genannten Konzentrationen beinRRemperatur inkubiert. Bei der
Anwendung der bereits Fluoreszein konjugierten dmtantikorper wurde die

Inkubation lichtgeschiitzt durchgefiihrt. Anschliegsewurde dreimal mit PBS
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gewaschen, erneut blockiert und mit den entspretdresekundaren Antikorper unter
lichtgeschitzten Bedingungen fir eine Stunde bainRemperatur inkubiert. Nach
diesem Schritt wurde erneut dreifach mit PB§ewaschen. Auf die Deckglaschen mit
den behandelten Zellen wurde dann ein Tropfen ,DAI@orescent Mounting
Medium“ gegeben. Schliesslich wurden die Deckgléachkopfiber auf einem
Objekttrager (Knittel) gelegt und mit Nagellack a@en Randern versiegelt. Die
Lagerung der Praparate fand lichtgeschitzt bei 4t&@. Die GMZ konnten dann mit

Hilfe der konfokalen Mikroskopie untersucht werden.

3.2.6 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie

Die konfokale Mikroskopie wurde mit einem Lasernogkop Axiovert 100M der
Firma Zeiss durchgefuhrt. Das Mikroskop war sowwiitl einem Argon- (Wellenldnge
458 nm, 488 nm, 514 nm) als auch einem Helium/Nesal (Wellenlange 543 nm)
ausgestattet. Es wurde ein 40 x Immersionsolobjellan Neofluar 40x/1.3 Oil,
Zeiss) verwendet. Das Mikroskop wurde Uber dieviarie Zeiss LSM 510 (Version 2.5
SP2) gesteuert und die Rohdaten wurden mit Adolo¢éoBhop 6.0 bearbeitet. Mit Hilfe
der Steuerungssoftware wurden geeignete Einstaluggwahlt, um die Farbstoffe mit
den passenden Wellenldngen anzuregen und daseetrit8ignal (siehe Tab. 3) tber
verschiedene Filter selektiv zu detektieren. Die pfamgenen Signale wurden
verschiedenen Farben zugeordnet, sogenannten faalsmin Es wurden Rot flr
Rhodamin und Cy3 bzw. Griin fur Cy 2, Alexa 488 idoreszein (FITC) gewanhlt.
Bei Doppelfarbungen wurden die verschiedenen Faffsginale nacheinander mit dem
Mikroskop gescannt. Durch eine Uberlagerung den&egbei einer Kolokalisation der

mit Antikdrpern markierten Proteine ergab sichMischfarbe gelb.

Farbstoffname Anregung (nm) Emission (nm) Falschfarbe
Cy2 489 506 Griln
Fluoreszein (FITC) 495 525 Grin
Alexa 488 495 518 Grin
Cy3 552 568-574 Rot
Rhodamin (TRITC) 552 570 Rot

Tab. 3 Ubersicht tiber die bei der Immunfluoreszenzm

-25 -

ikroskopie verwendeten Farbstoffe




3. Material und Methoden

3.2.7 Signaltransduktions Versuche

Fur die ,Replating” Versuche, mit deren Hilfe digrazellular induzierten Signale nach
Stimulation der GMZ durch Adhé&sion auf den versdbéieen EZM Proteinen untersucht
wurden, hat man die Zellen Gber Nacht mit serumariedium (DMEM mit 0,5 %
fotalem Kalberserum) inkubiert. Hierdurch wurdem ditrazellularen Signalkaskaden
durch die fehlende Stimulation durch Serumbestaledé@f ein Basisniveau reduziert.
Die Zellkulturschalen fur die Versuche wurden ubéacht bei 4° C, mit den
verschiedenen in PBS verdinnten Proteinen in deyegabenen Konzentrationen,
beschichtet. Am n&chsten Tag wurden die ZellenOn@25 % Trypsin/EDTA von den
Kulturschalen, auf denen sie kultiviert worden warabgeldst. Die Trypsinierung
wurde bei diesen Versuchen mit einem Soja Trypsimbitor abgestoppt, um eine
Stimulation der Zellen durch Serumproteine zu veder® Anschliessend wurden die
Zellen fur 5 Minuten bei 600 U/min zentrifugiertdidas Zellpellet, nach Absaugen des
Uberstands, in Suspensionsmedium (DMEM mit 0,25 % d&serumalbumin)
aufgenommen. Die primaren Gefassmuskelzellen wuddem fir eine Stunde bei 37°
C in einem Wasserbad inkubiert. Alle funf Minutenrden die Zellen geschwenkt um
einem Verklumpen der Zellsuspension vorzubeugerscAliressend wurde jeweils die
gleiche Zellmenge auf die verschiedenen, mit Fiektin, Kollagen oder Vitronektin
beschichteten, Zellkulturschalen ausgebracht. @ Versuchen mit Verwendung von
Cilengitide @y Integrininhibitor) wurde der Hemmstoff in den angbgnen
Konzentrationen nach 45 Minuten den ZellsuspensiomeWasserbad zugegeben und
die letzten 15 Minuten mit dem Inhibitor inkubieBie Zellen wurden ausplatiert und
fur eine Stunde bei 37° C und 5 % £laelassen. Hiernach wurden Zellen entweder mit
Aceton fur 10 Minuten auf Eis fixiert, um sie ankessend fir
Immunfluoreszenzfarbungen zu verwenden, oder dikerZevurden lysiert, um die
Ganzzelllysate mittels Western Blot Untersuchungen analysieren oder fir eine

Immunprézipitation einzusetzen.
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3.2.8 Zelllysate

Nach der Adhé&sion auf den beschichteten Zellkuthaken wurden die Zellen fur die
Western Blot Analysen bzw. die Immunprazipitationt minem sogenannten ,Cell
Scraper® von den Zellkulturschalen abgeldst, wathreie mit Ripa Lyse Puffer lysiert
wurden. Dieser Puffer enthalt verschiedene Progseindnhibitoren um eine

Proteindegradation in den gewonnenen Zelllysatemchduendogene Enzyme zu
verhindern. Anschliessend wurden die Proben furid loei 4° C mit Agarose Beads
inkubiert und zweimal fir 15 min bei 4° C mit 13000min zentrifugiert, um Zell- und

Membranbestandteile zu sedimentieren. Die Uberstamit den darin enthaltenen
Proteinen wurden fir die Analysen Gbernommen urgl Sediment verworfen. Den
Proben wurden jeweils gleiche Mengen eines 2 x dzwProben Puffers hinzugesetzt.
Anschliessend wurden die Proben aufgekocht und matsh mit einem

Schnelldurchlauf zentrifugiert. Mittels SDS — Palgdamidgel Elektrophorese (PAGE)
wurden die Proteine der Grésse nach aufgetrenntnin@/estern Blot Untersuchungen

analysiert.

3.2.9 Immunprazipitation

Fur die Immunprazipitation wurden die Zelllysatet miiton Puffer etwa 1:1 verdinnt.
Die FAK — IP wurde mit einem polyklonalen anti — IKAAntikérper durchgefiuhrt.
Diesen Antikdrper erhielten wir freundlicherweisenvDavid Schlaepfer vom ,Scripps
Research Institute® in La Jolla, Kalifornien. DieoBen wurden fur vier Stunden bei 4°
C mit dem Antikorper inkubiert. Anschliessend wurdden Zelllysaten Protein A/G
Agarosebeads hinzugegeben und die Proben wurdentéiir eine Stunde bei 4° C in
einer Rotationsmaschine, in der sie kontinuiereimischt wurden, belassen. Hiernach
wurden die verschiedenen Ansatze mit einem Schureldbuf abzentrifugiert und,
nach Absaugen des Uberstands, die Pellets zweinial460 pl Triton Puffer
gewaschen. Der Uberstand wurde anschliessend bistaa 30 pl abgesaugt und den
Anséatzen jeweils gleiche Mengen eines 4x ProbefeRutugesetzt. Dann wurden die
Immunprézipitate aufgekocht, ein letztes Mal kubzemntrifugiert und mittels SDS —

PAGE und Western Blot Untersuchungen analysiert.
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3.2.10 Natriumdodecylsulfat — Polyacrylamidgelelekbphorese

Die gewonnenen Ganzzelllysate wurden mit Hilfe deatriumdodecylsulfat —
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) der Grossach aufgetrennt. Als
Grossenmarker dienten folgende Proteine :

Protein Grosse
Meerrettich Peroxidase 40 kDa
Rinderserumalbumin 66 kDa

Lipoxidase 96 kDa

B - Galaktosidase E. coli 116 kDa
Myosin (aus Kaninchenmuskel) 205 kDa

Tab. 4 Ubersicht Gber die als Gréssenmarker verwend eten Proteine

Es wurden 7 % bzw. 8 % Polyacrylamidgele als Trelengerwendet. Die Sammelgele
enthielten 5 % Acrylamid.

Die verschiedenen Gele wurden, wie in der Tabellgestellt, hergestellt:

Acrylamid/ )
) 1,5M Tris
Trenngel Bis-Losung | Wasser Has 20% SDS | 10 % APS | TEMED
(40 %) P,
7% 1,75 ml 5,75 ml 25ml 50 ul 30 ul 15 ul
8 % 2 mi 5,5 ml 5ml 50 ul 30 ul 15u
Acrylamid/ )
) 0,5 M Tris
Sammelgel | Bis-Lésung | Wasser A 20% SDS | 10 % APS | TEMED
(40 %) Pr S
5% 1,25 ml 6,15 ml 2,5ml 50 ul 30 ul 15 ul

Tab. 5 Ubersicht iiber die bei der Herstellung der P olyacrylamidgele verschiedener

Konzentration verwendeten Stoffmengen
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Die einzelnen Inhaltsstoffe wurden wie in der Tébegbn links nach rechts dargestellt
zusammengefligt. Nach dem Schritt, bei dem der Huiger verwendet wurde, wurde
die Gellésung fir einige Minuten entgast, um eiBasenbildung in den Gelen
vorzubeugen. Die Trenngele polymerisierten fir 60, die Sammelgele fir 30 min. In
den Sammelgelen wurden mit einem passenden Kammaw015 Taschen geschaffen.
In die Taschen wurden nach der Polymerisation dde @nd dem Aufbau der PAGE
Apparatur die Proben geladen. Bei einer Spannungl@0 V liefen die Gele ca. 1,5 -2
h. Wenn der im Proben Puffer enthaltene Farbstoff Binterrand des Gels

herausgelaufen war, wurde die SDS — Page gestoppt.

3.2.11 Western Blot Analysen

Die in den Gelen enthaltenen, der Grdosse nach tefggen Proteine wurden Uber
Nacht bei einer Spannung von 30 V auf Polyvenylildenid (PVDF) Membranen mit
einer hierflr geeigneten Apparatur tUbertragen ((@jédt").

Die geblottete Membran wurde mit einer Coomassiigea Losung zum Nachweis der
Proteinbanden angefarbt und anschliessend nachiéviank der Markerproteinbanden
wieder entfarbt. Mit einer Albumin - haltigen Losumwurden die Membranen fur drei
Stunden bei Raumtemperatur blockiert, um eine wipehe Bindung der Antikdrper
an die Membran zu verhindern.

Die auf der Membran gebundenen Proteinbanden wungérHilfe von Antikdrpern
untersucht. Die fur die Western Blot Analysen eseeten primaren Antikorper
wurden in einer 1 : 1000 Verdinnung (verdunndén Blockierlésung) verwendet.
Die primaren Antikorper wurden tber Nacht bei 4@ den Membranen inkubiert.
Zur Detektion der an die Membran gebundenen primargolyklonalen
Kaninchenantikorper wurde Peroxidase konjugiertesteih A  eingesetzt. Die
monoklonalen Mausantikorper wurden mit einem Pelase konjugiertem ,Kaninchen
anti Maus" Antikorper markiert. Beide sekundareniRorper wurden 1 : 3000 in einer
Tris gepufferten Salzlésung mit 0,05 % Tween (TB¥)-verdinnt verwendet. Sowohl
nach der Inkubation mit dem primé&ren Antikorperewauch mit dem sekundaren
Antikorper wurden die Membranen dreimal mit der TBS Loésung gewaschen. Zur

Visualisierung der an die Membran gebundenen Anpid wurde das ChemigloW
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Reagenzkit benutzt. Das durch eine Enzymreaktidst@mdene Lichtsignal wurde mit
Hilfe eines Rontgenfilms detektiert, welcher in eam Agfa Curix 60 anschliessend

entwickelt und fixiert wurde.

3.2.12 Adhéasions Versuche

Die Zellen wurden tber Nacht mit einem serumarmesdiMm (DMEM mit 0,5 %
fotalem Kalberserum) inkubiert. Fir die Untersudlpem Gber die Adhasion der GMZ
wurde eine Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen 6,9well Platte®) mit den
verschiedenen, in PBS verdinnten, Proteinen inadgegebenen Konzentrationen tber
Nacht bei 4° C beschichtet. Am nachsten Tag wurden Zellen mit 0,025 %
Trypsin/EDTA von den Kulturplatten, auf denen sidtikiert wurden, abgeldst. Die
Trypsinierung wurde wie bei den ,Replating“ Versanhmit Soja Trypsin Inhibitor
abgestoppt. Anschliessend wurden die GMZ fur 5 NKénubei 600 U/min
abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und aesskeind das Zellpellet in
Suspensions Medium (DMEM mit 0,25 % Albumin) aufgermen und die Zellen in
Suspension gehalten. Die Zellen wurden auch bsedi&xperimenten flr eine Stunde
bei 37°C im Wasserbad belassen. Bei den Experimemié Cilengitide wurde der
Inhibitor wie bei den anderen Versuchen nach 45 dein Zellsuspensionen zugeflugt
und die Zellen fur weitere 15 min mit Inhibitor Buspension gehalten. Alle flnf
Minuten wurden die Zellen geschwenkt um einem Meripen der Zellsuspension
vorzubeugen. Die Vertiefungen der ,96 well Plattefurden vor Beginn des
Experiments fur drei Stunden bei 37°C mit dem Sosipms Medium blockiert.
Anschliessend wurden 1 x lGMZ pro Vertiefung ausgebracht und fiir eine Stubneie
37°C und 5 % Ceinkubiert. Danach wurde die ,96 well* Platte Ub&opf gestirzt,
zweimal mit PBS gewaschen und erneut gesturzt. Galem die noch nicht an den
Untergrund gebundenen Zellen entfernt. Die adh#&neZellen wurden fir 15 min mit
einer hierfir geeigneten Losung (H20 dest., 37,8%aflol, 25 % Essigsaure) fixiert
und fur 20 min mit Kristall Violett (0,05 %) geférlschliesslich wurde die Anzahl der
adhérierten GMZ im Mikroskop bei 100 x Vergrosseyuausgezahlt. Es wurden 5
Felder pro Vertiefung und jeweils 3 Vertiefungeno pAnsatz ausgezahlt. In den
Grafiken sind die Mittelwerte und Standardabweigemdargestellt.
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3.2.13 Migrations Versuche

Fur die Migrationsexperimente wurden die ZellenriRacht mit einem serumarmen
Medium (DMEM mit 0,5 % fotalem Kalberserum) inkutii@nd am nachsten Tag mit
0,025 % Trypsin/EDTA von den Zellkulturschalen dibge Abgestoppt wurde die
Trypsinierung bei diesen Experimenten mit Soja $nyplnhibitor. Anschliessend
wurden die GMZ fiir 5 Minuten bei 600 U/min abzefuigiert, der Uberstand wurde
abgesaugt und das Pellet in Suspensions Medium @Mt 0,25 % Albumin)

aufgenommen. Fur diese Versuche wurden sogenanradifizierten Boyden

Migrationskammern (Millicell, 12 mm Durchmesser, |8n Poren, siehe Abb. 8)
verwendet, die auf der Membranunterseite, mit in HWW verdinnten Proteinen
verschiedener Konzentration, bei Raumtemperatur Ziwei Stunden beschichtet
wurden. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz, béem die Kammern mit
Suspensionsmedium beschichtet wurden, dem keineiRrahinzugefiigt wurde.
Anschliessend wurden die Migrationskammern mit Bhas gepufferter Salzlésung

gewaschen und getrocknet.

Modifizierte
Boyden
Kammer

Medium
R W

Zellen

Inneres Kompartiment

.“4—./6"

Ausseres Kompartiment

Membran mit
8 um Poren

Abb. 8 Versuchsaufbau der Migrationsexperimente

Das innere Kompartiment der Migrationskammern wurdat 300 pl der

Zellsuspension, die 1x®Iellen enthielt, das dussere mit 400 pl Suspeaditedium
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ohne Gefassmuskelzellen gefillt. Die verschiededersatze wurden bei 37°C
inkubiert, um den Zellen die Moéglichkeit zu gebeéiych die Membranporen auf die
Kammerunterseite zu wandern. Gestoppt wurde desi¢ernach 24 Stunden. Die in
der inneren Kammer zurtickgebliebenen Zellen wurdah einem Wattestdbchen
entfernt, die auf die Kammerunterseite migrierteglleh fir 15 min mit Methanol
fixiert und anschliessend fur 20 min mit Kristatilett (0,05 % verdunnt in Ethanol)
gefarbt. Die Anzahl der gewanderten priméaren Gefasgelzellen wurden mit Hilfe
eines Phasenkontrastmikroskops durch Auszahler2@@ix Vergrésserung von funf
Feldern pro Migrationskammer fur zwei Kammern prosAtz bestimmt. In den
Grafiken sind die Mittelwerte und die Standardalmlvengen dargestellt.

Bei den Versuche bei denen der Integrininhibitogesetzt wurde, ist dieser sowohl der
Zellsuspension im inneren Kompartiment, als aucim d8uspensionsmedium im

ausseren Kompartiment in den angegebenen Konzentgatzugesetzt worden.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der primaren glatten Gefassmakelzellen

4.1.1 Nachweis des Proteins ,SMC Actin“

Um zu Uberpriufen, dass es sich bei den kommererelbrbenen Zellen um priméare
glatte  Gefassmuskelzellen  handelt, wurden die #elleanhand von
Immunfluoreszenzfarbungen phanotypisch charakégtisi Untersucht wurde die
Expression von ,SMC Actin“, einem Aktin Isotyp, den GMZ vorliegt. Als
Negativkontrolle diente die gleichzeitige Anfarbuwgn Maus Fibroblasten die diesen

Aktin Isotyp nicht enthalten.

SMC Actin — Cy3 Phasenkontrast

8 Primare glatte
Gefassmuskelzellen

" aus Koronararterien

vom Schwein

Fibroblasten

Abb. 9: Nachweis von SMC Actin in den primaren GMZ

Die priméren glatten Gefassmuskelzellen (A+B) und die Fibroblasten (C+D) wurden
auf mit Gelatine beschichteten Deckglaschen kultiviert, nach 24 h mit
Paraformaldehyd fixiert und die Zellmembran mit Saponin permeabilisiert. Es folgte
die Inkubation mit einem monoklonalen ,SMC Actin“ Antikoérper, welcher mit einem
sekundaren Cy 3 markierten Antikérper detektiert wurde. Die linken Bilder (A+C)
zeigen die Fluoreszenz-, die rechten Darstellungen die Phasenkontrastaufnahmen
(B+D) bei Durchlicht.
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In der Abbildung ist die Expression von ,SMC Actimi‘ den Bildern der linken Spalte
rot (Abb. 9 A + C) dargestellt. Die oberen Bildetbpb. 9 A + B) zeigen die
Untersuchungen an den primaren glatten Gefassnagdlesl, die unteren Bilder (Abb.
9 C + D) an Maus Fibroblasten. Ein Vergleich desGy 3 Kanal erhaltenen Bildes
(Abb. 9 A) mit dem Phasenkontrastbild (Abb. 9 B)gredass annédhernd jede GMZ
~SMC Actin“ stark exprimiert. In der Kontrolle istur eine schemenhafte Farbung

(Abb. 9 C) weniger Fibroblasten erkennbar, obwadairsviele Zellen vorhanden sind
(Abb. 9 D).

-34-



4. Ergebnisse

4.1.2 Expression der IntegrineayBz und avfBs

In einem néachsten Schritt sollte untersucht werdéndie Integrine, 3 undays auf
den fur die Experimente eingesetzten Primarzebgmimiert werden. Diese Rezeptoren
stellen den zellularen Angriffspunkt des verwendetg Inhibitors (Cilengitide) dar
und die Expression ist somit fur die Wirkung Vorsetzung. Laut den Firmenangaben
stammten diese Zellen aus Koronargefassen von SuobmveEin Expressionsmuster der

Integrinrezeptoren ist fur diese Zellart in detekatur nicht beschrieben.

Phalloidin - TRITC Integrin - FITC Uberlagerung

A

B

avBs
Integrin

avPs
Integrin

Abb. 10 Expression der Integrine  ayfs und avBs

Die glatten Gefassmuskelzellen wurden auf mit Gelatine beschichteten Deckglaschen
kultiviert und nach 24 h mit Aceton fixiert. Anschliessend wurden sie mit einem
monoklonalen ayfs — (A-C) bzw. ayBs — Integrinantikérper (D-F) behandelt. Diese
Antikérper waren mit dem Farbstoff FITC markiert, welcher in den Abbildungen grin
dargestellt ist (B,C,E,F). Das Aktinzytoskelett wurde mit Phalloidin, das mit TRITC
konjugiert war und in den Bildern rot erscheint, dargestellt (A,C,D,F). In der
Uberlagerung (C+F) der beiden Farbstoffsignale sind die Aktinfasern (rot) und die
Integrinrezeptoren (griin) zu erkennen. Der Griossenbalken entspricht 20 pm in den
oberen (A-C) bzw. 100 um in den unteren (D-F) Bildern.
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In den Abbildungen ist eine simultane Farbung devZGmit zwei Farbstoffen
dargestellt. Einerseits wurde das Aktinzytosketatt Hilfe von Phalloidin-TRITC, hier
rot, andererseits die Integrinrezeptoren3z und ayBs mit FITC-konjugierten
monoklonalen Antikérpern, hier griin, visualisiért.den oberen Abbildungen (Abb. 10
A — C) sehen wir einen Ausschnitt aus einer etwad0Obreiten Zelle. Man erkennt die
Anordnung des Aktins in sogenannten Stressfasenssé&xdem wird die Assoziation
des Zytoskeletts mit den Rezeptoren deutlich. Im uleteren Darstellungen sind analog
hierzu die Aktinstressfasern (rot) und a@igfs Integrine (grtin) zu sehen. Hier ist ein
grosserer Abschnitt mit Anschnitten von mehrerelieBedargestellt. Auch hier ist die
Assoziation des Aktinzytoskeletts mit den Integnnezu erkennen. Die
Integrinrezeptoren sind in der Peripherie der Zeltkalisiert und liegen an den Enden

der Aktinfasern.
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4.1.3 Weitere Charakterisierung der GefassmuskelzZein durch

Immunfluoreszenzfarbungen

Vinkulin - Cy3 Aktinin - Cy3 FAK - Cy3

Talin - Cy3 + Phosphotyrosin - FITC Myosin - Cy3
Phalloidin — Alexa 488

Abb. 11 Immunfluoreszenzfarbungen zur weiteren Charakteris  ierung der GMZ

Die GMZ wurden auf mit Gelatine beschichteten Deckglaschen kultiviert und nach 24 h
entweder mit Aceton (D) oder mit Paraformaldehyd (A,B,C,E,F) fixiert. Bei den mit PFA
fixierten Ansatzen folgte eine Permeabilisierung der Zellmembran mit Saponin. Es
wurden verschiedene Proteine mit Hilfe von Antikérpern markiert (A,B,C,D,F), die in
einem zweiten Schritt mit einem sekundaren Cy 3 konjugierten Antikorper, hier rot
dargestellt, detektiert wurden. In Abb. 11 D ist eine Doppelfarbung zu sehen. Neben
Talin, das mit Cy 3 markiert wurde und rot erscheint, ist auch das Aktinzytoskelett mit
Hilfe von Phalloidin-Alexa 488 markiert worden und in griin zu erkennen. In Abb. 11 E
wurde ein Phosphotyrosin Antikorper verwendet, der mit einem Cy 2 markierten
sekundaren Antikdrper detektiert wurde und grin erscheint. Die Gréssenbalken in den
Abbildungen entsprechen 50 um (B+C) bzw. 20 um (A,D,E,F).

Mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbungen konnten tee@ Proteine, die u.a. an der

Bildung der fokalen Kontakte beteiligt sind, in dgmimaren Gefassmuskelzellen
dargestellt werden. In Abb. 11 A ist das Struktatein Vinkulin mit dem
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Fluoreszenzfarbstoff Cy 3 markiert und erscheint Zo sehen ist ein Ausschnitt aus
einer Zelle, der bei einem Durchmesser von 10 4i@&0eine Lange von ca. 60 um
aufweisst.Das Bild zeigt die punktférmige Verteilung des Rins an Stellen in der
Peripherie der Zelle, an welchen die Kontakte ddteZzur EZM liegen. Aktinin ist in
Abb. 11 B mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy 3 markierd kommt rot zur Darstellung.
Zu sehen sind in diesem Bild mehrere GMZ die iriHrangenausdehnung etwa 50 -
100 pum messen. Aktinin ist in der Zelle, wie imdBerkennbar, linienférmig in der
Zellperipherie lokalisiert. In Abb. 11 D wurden d@&MZ mit zwei verschiedenen
Farbstoffen behandelt. In dieser Doppelfarbungherist das Protein Talin, mit Cy 3
markiert, rot und das Aktinzytoskelett, durch Paidlin-Alexa 488 detektiert, grin. Zu
sehen ist ein etwa 80 um langer und ca. 60 pntebréellausschnitt. Es wird eine
Assoziation des in der Zellperipherie liegendennr8lignals mit dem Aktinzytoskelett
deutlich. Das Protein ist in der Abbildung an derdé&n der Aktinfasern lokalisiert. In
einem weiteren Ansatz wurde die ,focal adhesioragat (FAK), eine Tyrosinkinase,
mit Cy 3 markiert und erscheint in Abb. 11 C roarfestellt ist eine Zelle mit einer
Langenausdehnung von ca. 150 um. FAK liegt hauplisficclusterférmig am Zellrand
vor. In Abb. 11 E wurde mit Hilfe Antikorpers, wéler mit dem
Immunfluoreszenzfarbstoff Cy 2 markiert wurde, digrosinphosphorylierung, ein
Indiz fur eine Aktivierung von Proteinen, kenntliggemacht. In der Zelle ist die
Tyrosinphosphorylierung, griin zu erkennen, v. kafoin der Peripherie der ca. 80 um
grossen Zelle lokalisiert. Weiterhin wurde das Eimprotein Myosin mit dem
Farbstoff Cy 3 markiert und kommt in Abb. 11 F rotr Darstellung. Zu erkennen ist
die perlschnurartige Anordnung der Myosinfilamentedem etwa 60 um messenden

Zellausschnitt.
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4.2 Untersuchungen zur Signaltransduktion

Nachdem die primaren GMZ anhand von Immunfluorez#Zehungen charakterisiert
und die Integriney33 undayPs auf den Zellen nachgewiesen wurden, sollte ineaies
Teil der Arbeit die Integrin - vermittelte Signaltrsduktion untersucht werden. Hierzu
wurden die Zellen, nach Inkubation mit einem semm@n Medium dber Nacht, mit
Trypsin/EDTA in Suspension gebracht. Die suspeteherZellen wurden fur 1 h
inkubiert, um die Aktivierung der Rezeptor — vetelien Signalkaskaden, bei nun
fehlender Interaktion mit der EZM, auf ein Basatau zu reduzieren. Anschliessend
wurden die GMZ auf mit verschiedenen Proteinen thebtete Zellkulturschalen
ausgebracht. Durch die Bindung der Integrine arsedi®roteine wurden Signale
induziert, welche mittels Western Blot Analysen araticht werden konnten. Als
Kontrollen wurden bei diesen Versuchen jeweils dadgenden zwei Ansatze
verwendet. Einerseits erfolgte eine direkte Zemgaftion der suspendierten Zellen.
Diese GMZ wurden ohne Proteinstimulation lysied.k®nnte das Ausgangsniveau der
Tyrosinphosphorylierung festgehalten werden. Angeies wurden die GMZ auf mit
Polylysin beschichtete Zellkulturschalen ausgelraPblylysin stellt einen Stoff dar,
auf dem Zellen unspezifisch adhéarieren, ohne daaf$ir deine Rezeptor/Ligand
Interaktion notwendig ware. Dadurch sollte gezeigirden, dass es sich bei den

induzierten Signalen um eine spezifische, Integarmittelte Aktivierung handelt.
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4.2.1 Stimulation der Gefdssmuskelzellen durch Adlsion auf Vitronektin

In diesem ,Replating” Versuch wurde untersucht,clelintrazellularen Signale durch

Adhéasion der GMZ auf dem EZM Protein Vitronektimlirziert werden.

Vitronektin
PL
Sus 3h
1h 3h
96 -
66 -
o
40 Phos'pho -
tyrosin
Blot
kDa Ganzzelllysat

Abb. 12 Adh& sion der GMZ auf Vitronektin induziert eine verstar kte
Tyrosinphosphorylierung

Die GMZ wurden Uber Nacht mit einem serumarmen Medium inkubiert, am néchsten
Tag mit Trypsin/EDTA von den Zellkulturschalen abgeldst und fir 1 h in Suspension
gehalten. Im Suspensionsansatz (Sus) wurden die Zellen direkt ohne
Proteinstimulation lysiert. In den anderen Ansézen wurden die GMZ fir verschieden
lange Zeiten auf mit 5 pg/ml Vitronektin (Vitronektin 1 h, 3 h) bzw. auf mit 50 pug/mi
Polylysin beschichtete Zellkulturschalen (PL 3 h) ausgebracht. Dargestellt ist ein
Western Blot des Ganzzelllysats, der mit einem monoklonalen
Phospotyrosinantikdrper behandelt wurde.

Die Abbildung zeigt einen Western Blot, der mit exin monoklonalen Antikérper
gegen tyrosinphosphorylierte Proteine behandelt dewrZu sehen sind vier
verschiedene Anséatzen. In der ersten Spur, deme8sigmsansatz (Sus), lasst sich das
Basalniveau der intrazellularen Tyrosinphosphorylg (PTyr) erkennen. Bei diesem
Ansatz wurden die suspendierten Zellen direkt oRmeteinstimulation lysiert. Die

Integrine kamen nicht in Kontakt mit einem Ligand&aneben sehen wir die durch
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Adhasion der GMZ auf einer mit Vitronektin beschetien Oberflache induzierte PTyr
nach 1 bzw. 3 h (Vitronektin 1 h, 3 h). Es wird tieh, dass die Stimulation der
primaren GMZ mit dem EZM Protein Vitronektin zu einrmassiv erhdhten PTyr, v.a.
einer Proteinbande der Grésse von ca. 116 kDaefiiArich bei ca. 60 kDa und ca. 130
kDa wurde eine verstarkte PTyr induziert. Diese dBung der
Tyrosinphosphorylierung ist schon nach 1 h ausggprammt nach 3 h noch zu und
deutet auf eine Aktivierung von Proteinen diesedsSe hin. In einem vierten Ansatz
dienten Zellkulturschalen, die mit Polylysin besthet wurden, als Kontrolle (PL 3 h).
Hierauf adhéarierten die Zellen ohne eine speziésBezeptor/Ligand Interaktion. Die
Tyrosinphosphorylierung blieb auf dem Ausgangsniyedas dem Suspensionsansatz
(Sus) entspricht. Es wurde keine erhoéhte PTyr dudieh unspezifische Adhasion
induziert.
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4. Ergebnisse

4.2.2 Lokalisation des Phosphotyrosin- und FAK-Ankorpersignals intrazellular

Da die Proteinbande der Grosse von ca. 116 kDa hdiehste Zunahme der
Tyrosinphosphorylierung zeigte, sollte untersuchgrden, ob es sich bei diesem
Protein, evtl. um die ,focal adhesion kinase* (FAKgndelt. Zunachst sollte mit Hilfe
einer Immunfluoreszenzfarbung analysiert werden,d@b Signale des FAK und des
PTyr Antikorpers in den GMZ an den gleichen Ortemliegen. Eine Kolokalisation
wirde einen Hinweis geben, dass es sich bei demtlideu verstarkt

tyrosinphosphorylierten Protein um FAK handelt.

FAK — Cy3 PTyr — Cy2 Uberlagerung

Abb. 13 Kolo kalisation des FAK und Phosphotyrosin Antikdrper Si gnals

Die Zellen wurden auf mit Gelatine beschichteten Deckglaschen kultiviert und nach
24 h mit Aceton fixiert. Anschliessend wurden sie mit einem polyklonalen FAK und
einem monoklonalen PTyr Antikérper behandelt. In einem zweiten Schritt wurde der
FAK Antikoérper mit einem Cy 3 markierten (A) bzw. der Phosphotyrosin Antikdrper mit
einem Cy 2 markierten sekundéaren Antikdrper (B) detektiert. Cy 3 ist in der Abbildung
rot (A), Cy 2 griin (B) und die Kolokalisation beider Farbstoffe in der Uberlagerung (C)
gelb dargestellt. Der Gréssenbalken entspricht 50 pm.

In der Abbildung ist eine GMZ zu erkennen, die aifi@urchmesser von etwa 70 um
aufweisst. In Abb. 13 A ist die ,focal adhesion &se“ rot dargestellt. Die

Tyrosinphosphorylierung ist in Abb. 13 B griin zkesrnen. Beide Signale lagen in der
Zelle hauptsachlich strichformig in der Zellperipke vor. In der Uberlagerung

(Abb. 13 C) ergibt sich aus der Kolokalisation degiden Signale eine gelbe
Falschfarbe. Es wird deutlich, dass FAK und PTyden GMZ oftmals an dem gleichen
Ort vorlagen. Mit Hilfe der Immunfluoreszenzmikragike konnte auf die Ebene der
Kontakte der Zelle zur extrazellularen Matrix fokigst werden. Beide Signale lagen in

dieser Ebene vor. Dieses Ergebnis gab einen Hingass es sich bei dem ca. 116 kDa
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grossen Protein mit erhdhter Tyrosinphosphoryligrum die,focal adhesion kinase*

handeln kdnnte.

4.2.3 Stimulation der Gefassmuskelzellen durch Adision auf Vitronektin,

Fibronektin und Kollagen

Bisher konnte gezeigt werden, dass die Adhasion@MZ auf dem EZM Protein
Vitronektin  einen guten  Stimulus fir die Induktioneiner erhdhten
Tyrosinphosphorylierung darstellt. Der vorangeheXdesuch wies darauf hin, dass es
sich bei dem verstarkt tyrosinphosphorylierten,eett6 kDa grossen, Protein um FAK
handeln kénnte. Dies bestétigte sich in einer Inpnémipitation (siehe 4.2.6). Es sollte
nun untersucht werden, ob und wie stark die Admaaid anderen EZM Proteine in der
Lage ist eine Phosphorylierung von FAK zu induzierddierzu wurde ein polyklonaler
FAK Antikorper verwendet, der an den phosphoryiertTyrosinrest 397 (P-Y397
FAK) der ,focal adhesion kinase'bindet. Zur Stimulation der GMZ wurden bei diesem
Versuch neben mit Vitronektin auch mit Fibronektimd Kollagen beschichtete
Oberflachen eingesetzt. Als Kontrollen dienten eBuspensions- und ein

Polylysinansat.

Vitronektin Fibronektin Kollagen PL
S o5 1 5 05 1 5 05 1 5 50
116-| 00 e . . ool i B o | DY
116- (N M S S e G e A e R e | o<
kDa Ganzzelllysat

Abb. 14 FAK Phosphorylierung bei Stimulation der GM Z durch Adhasion auf
Vitronektin, Fibronektin und Kollagen

Die Uber Nacht mit einem serumarmen Medium inkubierten Zellen wurden von den
Zellkulturschalen abgeldst, fur 1 h in Suspension gehalten und anschliessend auf die
mit verschiedenen Proteinen beschichteten Oberflachen ausgebracht. Nach 1 h
Inkubation wurden die GMZ lysiert. Als Proteine fir die Beschichtung wurden
Vitronektin, Fibronektin und Kollagen in den Konzentrationen 0,5, 1 und 5 pg/ml
eingesetzt. In einem Suspensionsansatz (Sus) wurden die GMZ direkt lysiert ohne auf
einer Zellkulturschale zu adhérieren. Als Kontrolle diente die Adhasion der GMZ auf mit
50 ug/ml Polylysin beschichteten Oberflache (PL). Der obere Western Blot wurde mit
einem polyklonalen Antikdrper gegen den phosphorylierten Aminosaurerest 397 der
.focal adhesion kinase* (P-Y397 FAK), der untere mit einem monoklonalen FAK
Antikdrper behandelt. Untersucht wurden die Ganzzelllysate.
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In der Abbildung ist ein Western Blot dargesteliter mit zwei verschiedenen
Antikorpern inkubiert wurde. Der obere Blot wurddt rminem polyklonalen FAK
Antikérper behandelt, der gegen den phosphoryhefigrosinrest 397 dieses Proteins
gerichtet ist. Bei dem abgebildeten unteren WedBéohwurde ein monoklonaler FAK
Antikorper eingesetzt, der die Gesamtmenge deraraténen ,focal adhesion kinase*
zeigt. In der ersten Spur kann man erkennen, dass ene geringe basale
Phosphorylierung an dem Aminosaurerest 397 von Féiiegt. In den Spuren 2 — 10
wurden die GMZ durch Adhéasion auf den Proteinerroviéktin, Fibronektin bzw.
Kollagen in Konzentrationen von 0,5 bis 5 pg/mhstiiert. Es zeigte sich, dass das
EZM Protein Vitronektin verglichen mit den andereroteinen den starksten Stimulus
fur eine Tyrosinphosphorylierung von FAK am Aminosgtest 397 darstellt. Schon
geringe  Konzentrationen  dieses  Proteins induzierterine  deutliche
Tyrosinphosphorylierung. Auch eine Kollagenstimgat bewirkte in hoheren
Konzentrationen (5ug/ml) eine verstarkte Tyrosirggtmrylierung deffocal adhesion
kinase“. Fibronektin fuhrte bis zu einer Konzentration vonuf/ml nicht zu einer
verstarkten PTyr. Eine Adhasion der GMZ auf Polylyskonnte die
Tyrosinphosphorylierung von FAK am Tyrosinrest 38itht erhdhen. Mit dem
verwendeten monoklonalen FAK Antikdrper konnte imtawen Western Blot der
Abbildung gezeigt werden, dass in allen Ansatzenvaente Proteinmengen vorlagen.
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4.2.4 Untersuchung der induzierten Tyrosinphosphorferung nach Adhésion der

Gefassmuskelzellen auf Vitronektin, Fibronektin und Kollagen mittels

Immunfluoreszenzmikroskopie

Mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbungen und konftataMikroskopie sollte die,
durch Adhasion der GMZ auf mit den verschiedenemtediien beschichteten
Oberflachen, induzierte Tyrosinphosphorylierung d@en Zellen untersucht und

visualisiert werden.

In der Abbildung ist die Tyrosinphosphorylieruray dargestellt, die durch Stimulation
der GMZ mit den verschiedenen EZM Proteine inddzierde. In der linken Spalte ist
isoliert das Farbstoffsignal in rot zu erkennen AR5 A,C,E). In der rechten Spalte
sieht man eine Uberlagerung dieses Signals mit denasenkontrastbild der
untersuchten Zelle (Abb. 15 B,D,F). Abgebildast jeweils eine Zelle. Mit dem

Konfokalmikroskop wurde auf die Ebene der Zell-Natinteraktion fokussiert.

Vitronektin (Abb. 15 A,B) war am starksten in deade eine erhdéhte PTyr zu
induzieren. Auch Kollagen Stimulation (Abb. 15 E,H)hrte zu einer erhdhte PTyr in
der Zelle. In der Untersuchung der auf Fibronelgtharierten GMZ (Abb. 15 C,D)
zeigte sich nur eine schwache Tyrosinphosphoryiigrin der Uberlagerung mit dem
Durchlichtbild  (Abb. 15 B,D,F) wird deutlich, dassdie induzierte

Tyrosinphosphorylierung hauptsachlich strich- bzpunktférmig an den Zellrand

orientiert ist. Hier bauen die Zellen tber die gmterezeptoren die Verbindungen zu
den Proteinen der EZM auf. Weiterhin konnte beotmiciwerden, dass nach der
Inkubation von einer Stunde die Zellen auf FibrameKAbb. 15 D) eine deutlich

kleinere Ausbreitung (,Spreading”) auf der besctetén Oberflache als auf
Vitronektin (Abb. 15 B) und Kollagen (Abb. 15 F)igten. Bei der Adhasion auf
Fibronektin weisst die Zelle einen Durchmesser gan 30 um auf, wohingegen die

Zellen auf Vitronektin bzw. Kollagen ca. 50 pm imfdhmesser umfassen.

-45 -



4. Ergebnisse

_ Uberlagerung mit
Phosphotyrosin - Cy3 Durchlicht

Vitronektin

Fibronektin

Kollagen

Abb. 15 Tyrosinphosphorylierung nach Adhéasion

Die GMZ wurden wie bei dem Versuch zuvor behandelt. Die Deckglaschen, auf welche
die Zellen ausgebracht wurden, waren mit den angegebenen Proteinen in der
Konzentration 5 pug/ml beschichtet. Nach der Inkubation von 1 h wurden die Zellen,
nicht wie im Versuch zuvor lysiert, sondern mit Aceton fixiert. Die GMZ wurden mit
einem monoklonalen Phosphotyrosin Antikbrper behandelt, der in einem zweiten Schritt
mit einem Cy 3 markierten sekundéaren Antikérper detektiert wurde. Das Cy 3 Signal ist
in rot dargestellt. Die Abb. A,C und E zeigen das Farbstoffsignal. In den Abb. B,D,F ist
eine Uberlagerung mit dem Phasenkontrastbild der untersuchten Zelle zu sehen. Die
Grossenbalken entsprechen 20 um (A,B,E,F) bzw. 10 um (C,D).
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425 Einfluss des Integrininhibitors Cilengitide af die induzierte

Tyrosinphosphorylierung bei Adhdsion der Gefdssmusilzellen auf Vitronektin

In den zuvor durchgefiihrten Versuchen konnte gézesgden, dass die Adhasion der
GMZ auf dem EZM Protein Vitronektin im Vergleich -ler Adhé&sion auf Kollagen
und Fibronektin den starksten Stimulus fur die dnte vermittelte Induktion einer
Tyrosinphosphorylierung darstellt. Nun sollte ustetht werden, ob durch demy,
Integrininhibitor die verstarkte PTyr der Zellenrlmmdert werden kann und welche

Konzentrationen des Hemmstoffes fur eine suffiaeghibschwachung noétig sind.

Vitronektin + Cilengitide

Sus - 1 pM 10 pM PL

116 - s i - “ il S PTyr Blot

kDa Ganzzelllysat

Abb. 16 Cilengitide inhibiert die durch Adhasion au f Vitronektin induzierte PTyr

Die GMZ wurden Uber Nacht mit einem serumarmen Medium inkubiert und am
nachsten Tag mit Trypsin/EDTA von den Zellkulturschalen abgel6st. Es folgte eine
einstindige Inkubation der Zellsuspension, wobei nach 45 min der Inhibitor in den
angegebenen Konzentrationen hinzugefligt wurde. Dann wurden die GMZ fur 1 h auf
mit 5 pg/ml Vitronektin bzw. mit 50 pg/ml Polylysin (PL) beschichtete Zellkulturschalen
inkubiert und anschliessend lysiert. Der Suspensionsansatz (Sus) wurde direkt lysiert.
Mittels Western Blot Analysen wurden die Ganzzelllysate untersucht. Der obere Blot
wurde mit einem monoklonalen Phosphotyrosin, der untere mit einem monoklonalen
FAK Antikdrper behandelt.

In der Abbildung ist eine Western Blot Analyse airdanzzelllysats dargestellt. Der
obere Teil zeigt einen mit einem PTyr Antikbrpehaedelten Blot. In der ersten Spur
ist das Ausgangsniveau der Tyrosinphosphorylierimglen suspendierten GMZ zu
erkennen. Dieser Ansatz wurde ohne Stimulation l[dukdhasion auf einer Protein
beschichteten Oberflache direkt lysiert. Die GMZeteLysate in den Spuren 2 bis 4
dargestellt sind, adharierten auf mit VN beschigtteZellkulturschalen. Der Inhibitor

wurde den Zellen in den angegebenen Konzentratibnezugefligt. Die Spur 2 zeigt
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die induzierte PTyr durch Adhasion auf VN ohne ltar. In den Spuren 3 und 4 ist zu
erkennen, dass der verwendete kompetativéntegrininhibitor zu einer signifikanten
Abnahme der Tyrosinphosphorylierung des 116 kDaelre fiihrte. Schon bei einer
Konzentration von 1 puM sank die Tyrosinphosphorying deutlich. 10 uM des
Inhibitors verringerten die Starke des Signals dak Basalniveau, welches im
Suspensionsansatz (Sus) erkennbar ist. Der un@r@ldr Abbildung stellt einen Blot
dar, der mit einem monoklonalen FAK Antikorper beth@t wurde, und zeigt, dass in

allen Ansatzen aquivalente Proteinmengen vorhandeen.

4.2.6 ldentifikation des 116 kDa Proteins mittelsthmunprazipitation

Mit einem Teil der im Versuch zuvor fur den West8iot verwendeten Ganzzelllysate
wurde eine Immunprazipitation mit einem polyklomaleAK Antikdrper durchgefihrt.
Es sollte hierdurch bestatigt werden, dass eslstidem Protein der Grosse von ca.

116 kDa, wie vermutet, um djéocal adhesion kinase‘handelte.

Vitronektin + Cilengitide

Sus - 1uM 10 uM PL
116 - ' - o o P-Y397
FAK Blot
116 - ” ‘ S | FAK Bt
kDa | - FAK Immunpréazipitation

Abb. 17 Identifikation der ,focal adhesion kinase* durch Immunprazipitation

Mit einem Teil der im Versuch zuvor gewonnenen Ganzzelllysate wurde eine
Immunpréazipitation mit einem polyklonalen FAK Antikérper durchgefiihrt. Die Proben
wurden fir 4 h bei 4 ° C mit dem polyklonalen FAK Antikérper inkubiert. Anschliessend
wurden den Ansétzen Protein A/G Agarosebeads hinzugefiigt und durch Zentrifugation
die Prazipitate gewonnen. Diese wurden mittels Western Blot analysiert. Der obere Blot
wurde mit einem polyklonalen Phosphotyrosin 397 FAK (P-Y397 FAK), der untere mit
einem monoklonalen FAK Antikdrper behandelt. Dargestellt sind die selben Ansatze,
wie im Versuch zuvor beschrieben.

Dargestellt ist die Untersuchung der mittels Immégzppitation gewonnen Proben mit
Hilfe von Western Blot Analysen. Der obere Blot dermit einem Antikérper gegen
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den phosphorylierten Tyrosinrest 397 von FAK beletinder untere Blot zeigt nach
Inkubation mit einem monoklonalen FAK Antikérpeedabsolut in den verschiedenen
Ansatzen enthaltenen Mengen der ,focal adhesioaskih Es handelte sich wie bei
dem Versuch zuvor beschrieben um fiinf verschiedersgitze. In der ersten Spur ist
der Suspensionsansatz ohne Stimulation durch Awcihdsuf einem EZM Protein
dargestellt. Spur 2 bis 4 zeigen die Anséatze nathdsion auf Vitronektin ohne (Spur
2) bzw. mit dem Inhibitor in einer Konzentrationrvh uM (Spur 3) bzw. 10 uM (Spur
4). In der funften Spur ist das Prazipitat der &elizu erkennen, die auf Polylysin
adhéarierten. FAKkonntein allen Prazipitaten der Ganzzelllysate nachgesviagerden.
Es bestatigte sich durch die Immunprazipitationssdas sich bei dem ca. 116 kDa
grossen Protein um FAK handelte. Ausserdem zeigieh, s dass die
Tyrosinphosphorylierung am Aminosaurerest 397 vaKFaquivalent zu der im
Versuch zuvor dargestellte Tyrosinphosphorylieruwhgch Cilengitide klar vermindert
wurde. In der aus dem Suspensionsansatz gewonfeake war keine basale PTyr von
FAK an diesem Aminosaurerest zu erkennen. Durchud&pezifische Adhéasion der
GMZ auf Polylysin wurde keine PTyr von FAK induzielEs konnten in allen Ansatzen

aquivalente Mengen von FAK nachgewiesen werden.
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4.2.7 Untersuchung der Veranderungen durch Cilengitle bei Adhasion der

Gefassmuskelzellen auf Vitronektin mittels Immunfluoreszenzmikroskopie

Bei einer Wiederholung des zuvor durchgeflhrtensWeins wurden die Zellen nicht
lysiert, sondern mit Aceton fixiert und fur eine mmnfluoreszenzfarbung mit einem
monoklonalen Phosphotyrosin Antikorper behandele Weranderung an den GMZ
durch den Einsatz des Inhibitor sollten durch hkeldgnde Methoden visualisiert

werden.

Phosphotyrosin — Cy 3 Durchlicht Uberlagerung

A

ohne
Inhibitor

) +10 pM
Cilengitide

Abb. 18 Einfluss von Cilengitide auf  die Tyrosinphosphorylierung bei Adhésion

der GMZ auf Vitronektin

Die Zellen wurden wie bei dem Versuch zuvor beschrieben behandelt. Sie wurden auf
mit 5 pg/ml Vitronektin beschichtete Deckglaschen ausgebracht und ohne (A-C) bzw.
mit 10 pM Cilengitide (D-E) in Suspensionsmedium fur 1 h inkubiert. Es folgte eine
Fixierung mit Aceton. Die Farbung wurde mit einem monoklonalen Phosphotyrosin
Antikdrper durchgefihrt, welcher mit einem sekundéaren Cy 3 markierten Antikorper,
hier rot dargestellt, detektiert wurde. Der Gréssenbalken entspricht jeweils 10 um.

Zu sehen ist in der Darstellung eine Immunfluorag#abung je einer GMZ mit einem
PTyr Antikdrper nach Adhasion auf Vitronektin ohipew. mit 10 uM Cilengitide. In
der oberen Zeile (Abb. 18 A - C) ist eine Zelle ahitdet, die ohne den Einfluss des
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Inhibitor auf Vitronektin adharieren konnte. Dietere Zeile der Abbildung (Abb. 18 D
- F) zeigt eine Zelle, die mit 10 uM Cilengitidekubiert wurde. In der ersten Spalte ist
isoliert das Cy 3 Signal, das der intrazellulardiyrRentspricht, dargestellt. Die zweite
Spalte zeigt das Phasenkontrastbild in der Durctmfidkroskopie. In der dritten Spalte
ist eine Uberlagerung beider Bilder zu sehen. Withmie Zellen ohne den Inhibitor
eine deutliche Tyrosinphosphorylierung zeigten (Ab® A), wurde diese durch dos,
Integrinblockade in einer Konzentration von 10 puMistandig verhindert (Abb. 18 D).
Ausserdem zeigte sich, dass die Zellen, denen demistoff zugesetzt wurde, zwar auf
der Oberflache adharierten, aber nach der Inkulisiit von 1 h abgerundet blieben
(Abb. 18 E). Sie zeigen einen Durchmesser von é@vam. Die Zellen ohne Inhibitor
breiteten sich dagegen deutlich auf dem mit Vitkbimebeschichteten Untergrund aus
und erreichten in dieser Zeit einen Durchmesseretaa 25 um (Abb. 18 B).

4.2.8 Cilengitide Wirkung bei Adhasion der Gefassmskelzellen auf Kollagen und

Fibronektin

Bisher konnte gezeigt werden, dass die Adhasion@MZ auf dem EZM Protein

Vitronektin den starksten Stimulus fur eine Erhddpaler intrazellularen PTyr, v.a. von
FAK, darstellt. Diese erh6hte PTyr konnte durch Hemmstoff in einer Konzentration
von 10 pM deutlich abgeschwacht werden. Es salitdan folgenden Experimenten
untersucht werden, wie sich Cilengitide auf digrfsiation der Zellen durch Adhasion

auf Kollagen und Fibronektin auswirkt.
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Fibronektin + Inhibitor Kollagen + Inhibitor
Sus - 1uM 10 uM - i1uM 10uM PL
204-
ue| b (D 0 D B e
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Abb. 19 Einfluss von Cilengitide bei Stimulation du rch Adhasion auf Fibronektin
bzw. Kollagen

Die Zellen wurden Uber Nacht mit serumarmen Medium inkubiert, mit Trypsin/EDTA
abgeldst und fir 1 h in Suspension gehalten. Nach 45 min wurde Cilengitide den
Zellsuspensionen in den angegebenen Konzentrationen zugefugt. Anschliessend
wurden die GMZ auf mit 20 pg/ml Fibronektin bzw. Kollagen beschichtete
Zellkulturschalen ausgebracht und fir 1 h inkubiert. Die GMZ wurden lysiert und die
Ganzzelllysate untersucht. Die Western Blots wurden mit einem PTyr, einem FAK oder
einem P-Y397 FAK Antikorper behandelt.

In der Abbildung sind vier Western Blot Analysernrgkstellt. Die Blots wurden mit
Antikdrpern gegen PTyr, gegen FAK oder gegen dessphorylierten Aminosaurerest
397 von FAK behandelt. Spur 1 zeigt den Suspenaimaz und somit das
Ausgangsniveau der PTyr bzw. P-Y 397 von FAK. InuiSp — 4 sind die Proben nach
Stimulation der GMZ durch Adhasion auf Fibronektihne (Spur 2) bzw. unter
Einfluss des Inhibitors in Konzentrationen von 1 |($pur 3) und 10 uM (Spur 4) zu
erkennen. Analog hierzu erfolgte bei den Ansatdenjn Spur 5 —7 zu sehen sind, die
Stimulation durch Kollagen ohne (Spur 5) bzw. mhibitor in einer Konzentration von

1 uM (Spur 6) bzw. 10 uM (Spur 7). Spur 8 zeigt Baylysin Kontrolle. Fibronektin
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und Kollagen Stimulation in Abwesenheit von Cildgidg fihrten zu einer deutlich
gesteigerten Tyrosinphosphorylierung. Bei der Skathon der GMZ mit diesen
Proteinen stand wiederum die erhdhte PTyr der d& &Da Proteinbande im
Vordergrund. Die verwendeten Inhibitorkonzentragiorwaren lediglich gering in der
Lage diese abzuschwachen. Die Ganzzelllysate wuieschliessend mit einem
polyklonalen P-Y 397 FAK Antikdrper analysiert. €igitide konnte mit steigender
Konzentration die Tyrosinphosphorylierung am Améuogrest 397 von FAK
signifikant abschwachen. Es wurden jeweils aquivaleFAK Mengen durch den

monoklonalen FAK Antikorper in allen Ansatzen nagwgesen.

4.2.9 Einfluss des Inhibitors Cilengitide auf kultvierte adharente

Gefassmuskelzellen

In den Versuchen zuvor wurde u.a. untersucht, wien@itide die Stimulation durch
Adhasion auf den EZM Proteinen der zuvor suspetatieGMZ hemmt. Es wurde
gezeigt, dass der Integrininhibitor in der Lage gt Tyrosinphosphorylierung der
Zellen und im besonderen der ,focal adhesion kthaseitlich abzuschwéchen. Die
Wirkung des Hemmstoffes auf kultivierte adharentdZswar noch nicht untersucht

worden.
Hierzu wurde deray Integrininhibitor in verschiedenen Konzentrationeten

adhéarenten Zellen hinzugefigt und diese Zellen geTanit dem Hemmstoff

weiterkultiviert.
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Beginn nach 7 Tagen

N

Kontr olle
ohne
Inhibitor

1uM
Inhibitor

10 uM
Inhibitor

Abb. 20 Kultivierung der GMZ fur 7 Tage ohne bzw. m it Cilengitide

Die GMZ wurden fur 7 d ohne (A+B), mit 1 uM (C+D) bzw. mit 10 pM (E+F) des
Inhibitors kultiviert. Dargestellt sind repréasentative Ausschnitte der kultivierten GMZ bei
Versuchsbeginn (A,C,E) und nach 7 Tagen (B,D,F) in der Phasenkontrastmikroskopie.

In der Abbildung dargestellt sind reprasentativesgalnnitte der kultivierten GMZ. Die
linke Spalte zeigt die Zellen zu Beginn des Versuddie Bilder in der rechten Spalte
wurden nach einer Inkubation der Zellen fur 7 Tagiggenommen. Dem Kulturmedium
wurde Cilengitide nicht (Abb. 20 A+ B) bzw. in emkKonzentration von 1 uM (Abb.

20 C + D) oder 10 pM (Abb. 20 E + F) zugesetztdén Kontrolle ohne Inhibitor l&sst
sich das normale Wachstum der Zellkultur innerhvab 7 Tagen erkennen. Die Zellen
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zeigten unter dem Einfluss von 1 pM des Inhibiiarglieser Vergrosserung keinen im
Vergleich zur Kontrolle erkennbaren Unterschiedi &ger Inhibitorkonzentration von
10 uM rundeten sich die Zellen ab und erschienewargleich zu den GMZ in den
anderen Ansatzen Kkleiner, sie blieben jedoch wtal adharent an der Oberflache der

Zellkulturschale.
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4.2.10 Einfluss des Inhibitors Cilengitide auf dasAktinzytoskelett und die

Tyrosinphosphorylierung kultivierter adharenter Gef assmuskelzellen

Der Versuch zuvor gab einen groben Ausblick auf \tfiekung von Cilengitide auf
kultivierte, adharente GMZ. Die Auswirkungen aué diinzelzelle sollte mit Hilfe von
Immunfluoreszenzfarbungen genauer untersucht werdathenen das Aktinzytoskelett

und PTyr dargestellt wurden.

Phalloidin — Alexa 488  Phosphoty rosin — Cy 3 L"Jberlagerl_mg mit
Durchlicht

ohne
Inhibitor

+10 uM
Inhibitor

Abb. 21 Einfluss von Cilengitide auf kultivierte pr imére Gefassmuskelzellen

Die GMZ wurden auf mit Vitronektin beschichteten Deckglaschen kultiviert. Nach 24 h
wurde das Medium gewechselt. Die Zellen wurden mit serumhaltigem Medium ohne
(A-C) bzw. mit 10 uM Cilengitide (D-F) fur 30 min inkubiert und anschliessend mit
Aceton fixiert. Das Aktinzytoskelett wurde mit Phalloidin - Alexa 488 markiert, das hier
grin dargestellt ist (A,D). Ausserdem wurden die Zellen mit einem monoklonalen
Phosphotyrosin Antikorper behandelt, der mit einem sekunddren Cy 3 markierten
Antikorper detektiert wurde, hier rot zu erkennen (B,E). C und F zeigt die Uberlagerung
der beiden Farbstoffsignale mit dem Durchlichtbild der Zelle. Der Grdssenbalken
entspricht jeweils 20 pum.

Die Abbildung zeigt jeweils eine kultivierte prinaGGefassmuskelzelle, die ohne (Abb.
21 A — C) bzw. mit Cilengitide in einer Konzentativon 10 uM (Abb. 21 D — F)
inkubiert wurde. In der ersten Spalte ist das Adgnal in grin dargestellt. PTyr
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erscheint in der mittleren Spalte rot. Die rechfmal® zeigt eine Uberlagerung der
Farbstoffsignale mit dem Phasenkontrastbild deteZel der Durchlichtmikroskopie.

Die kultivierte GMZ ohne Zusatz des Inhibitors usgaeine Langenausdehnung von
etwa 100 um. Es ist ein deutlich ausgepragtes atiskelett griin zu erkennen (Abb.
21 A). Die intrazellulare Tyrosinphosphorylierurgy deutlich rot zu erkennen und v.a.
strichformig an den Zellrand lokalisiert (Abb. 21).BDer Inhibitor flhrte bei einer

Konzentration von 10 uM zu einem Abrunden der Ze{lebb. 21 F). Der Durchmesser
sank im Vergleich zu der Zelle ohne Einfluss ddsHitors von ca. 100 um auf ca. 20
pm (Abb. 21 F) ab. Die GMZ blieben auf der Obetikic adharent. Das

Aktinzytoskelett (Abb. 21 D) und die PTyr (Abb. E) lagen in der dargestellten Zelle
nach 30 Minuten Inkubation mit 10 uM Cilengitidermoch diffus und schemenhatft

vor.
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4.3 Adhésions Experimente

In diesem Teil der Arbeit sollte die Adhé&sion denyren GMZ auf mit verschiedenen
Proteinen beschichteten Oberflachen beobachtetemerfls war zu untersuchen in
wieweit die Art und die Konzentration des Proteinsf dem die Zellkulturschalen
beschichtet werden, auf die Anzahl der adhéarieen@Z Einfluss nimmt. Im

weiteren sollte auch der Einfluss der Blockade agrintegrine durch Cilengitide in
verschiedenen Konzentrationen auf das AnheftenZé#len auf diesen Oberflachen

analysiert werden.
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4.3.1 Adhasion der Gefassmuskelzellen auf mit derd®einen Fibronektin,

Kollagen und Vitronektin beschichteten Oberflachen

In einem ersten Versuch wurden Zellkulturschalendan EZM Proteinen Fibronektin,
Kollagen und Vitronektin in verschiedenen Konzetwrzgen beschichtet. Es sollte
untersucht werden wie die Adhasion der Zellen venArt und der Konzentration des

Proteins abhangig ist.

1801

1607 l

1207
1007
80
60
40ﬁ

“handsl .
0 BSA (|;|_ 1 5 10 0,1 1 5 10 0,1 1 5 10ug/ml

Fibronektin Kollagen Vitronektin

5
——
—
F—
=

Zellen pro Gesichtfeld

Abb. 22 Adhéasion der Zellen auf Fibronektin, Kollag en und Vitronektin

Die GMZ wurden tber Nacht mit einem serumarmen Medium inkubiert, anschliessend
mit Trypsin/EDTA abgeldst. 1 x 10* Zellen wurden nach einer einstiindigen Inkubation
in Suspension auf die mit den angegebenen Proteinen in verschiedenen
Konzentrationen beschichteten Vertiefungen einer Zellkulturplatte ausgebracht. Die
Oberflachen waren tber Nacht bei 4C mit den Protei nldsungen in den angegebenen
Konzentrationen inkubiert und am nachsten Tag fur 2 h mit dem Suspensionsmedium
blockiert worden. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Proteinbeschichtung (BSA). Es
folgte eine Inkubation bei 37<C fur 1 h, nach der d ie Vertiefungen mit PBS gewaschen,
die adharierten Zellen fixiert und mit Kristallviolett gefarbt wurden. Die Zellanzahl wurde
bei 100 x Vergrosserung ausgezahlt. Es wurden 5 Felder pro Vertiefung fur 3
Vertiefungen pro Ansatz bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und die
Standardabweichungen.

In der Abbildung ist die Adhasion der GMZ auf mitbfonektin, Kollagen und
Vitronektin in steigender Konzentration beschiokteOberflachen dargestellt. Zu sehen

sind die Mittelwerte der adharierten Zellen pro iGetsfeld bei 100 x Vergrosserung
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mit der berechneten Standardabweichung. Als Kdetdiente ein Ansatz, bei dem die
Oberflache nicht mit einem Protein beschichtet wurduf der etwa 20 Zellen pro
Gesichtsfeld gezahlt werden konnten (BSA). Zu emkenist, dass die GMZ auf
Fibronektin bis zu einer Konzentration von 10 pgfidht besser adharieren konnten
als in der Kontrolle ohne Proteinbeschichtung. AKudfllagen zeigte sich bereits bei
einer Konzentration von 1 pg/ml ein starker Anstieg an die Oberflache gebundenen
Zellzahl. Bei Konzentrationen bis 10 pg/ml bliele dinzahl in etwa gleich. Es kam zu
keinem weiteren Anstieg der Zellzahl. Auf Vitroniekierhéhte sich die Menge der

Zellen pro Gesichtsfeld mit steigender Konzentradaf etwa 140 GMZ bei 10 pg/ml.
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4.3.2 Einfluss des Inhibitors Cilengqitide auf die Alhasion der Gefassmuskelzellen
auf mit Vitronektin beschichteten Oberflachen

In einem nachsten Schritt sollte untersucht weraeg, sich deray Integrininhibitor

Cilengitide in verschiedenen Konzentrationen aué dhdhasion der GMZ auf

Vitronektin auswirkt.

2501

2007 [

1507

100

Zellen pro Gesichtsfeld
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0
- 0,1 uM 1puMm 10 pM Cilengitide

Vitronektin

Abb. 23 Adhéasion der Zellen auf Vitronektin unter E  influss von Cilengitide

Die Zellen wurden tUber Nacht mit einem serumarmen Medium inkubiert, dann mit
Trypsin/EDTA von den Zellkulturschalen abgeldst und in Suspension gebracht. Die
Zellsuspension wurde fur eine Stunde bei 37T inkubiert, wobei nach 45 min der
Inhibitor in den angegebenen Konzentrationen hinzugefligt wurde. Danach wurden 1 x
10* GMZ auf die mit dem EZM Protein Vitronektin iiber Nacht bei 4C in einer
Konzentration von 5 pg/ml beschichteten Vertiefungen ausgebracht. Die Oberflachen
waren zuvor fir 2 h mit dem Suspensionsmedium behandelt worden. Es folgte eine
Inkubation bei 37<C fur 1 h, nach der die Zellen mit PBS gewaschen, fixiert und mit
Kristallviolett angefarbt wurden. Die Anzahl der pro Gesichtsfeld auf den Oberflachen
adharierten  Zellen wurde bei 100 X Vergrosserung unter dem
Phasenkontrastmikroskop ausgezéhlt. Bestimmt wurden 5 Felder pro Vertiefung fir 3
Vertiefungen pro Ansatz. Dargestellt sind die Mittelwerte und die
Standardabweichungen.

In der Abbildung sind die Mittelwerte mit der belheeten Standardabweichung der pro
Gesichtsfeld adharierten Zellen dargestellt. Diee®&chen waren in allen Ansatzen

mit einer Konzentration von 5 pg/ml Vitronektin beghtet. Cilengitide wurde in den
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angegebenen Konzentrationen den Zellsuspensionenudefiigt. Ohne Inhibitor
konnten sich etwa 170 GMZ an die Oberflache anhef@lengitide hatte in einer
Konzentration von 0,1 uM in Anbetracht der Standbwdeichung keinen signifikanten
Einfluss auf die Adhasion der Zellen auf diesemtétno Eine Konzentration von 1 uM
war deutlich in der Lage die Anheftung an den Uynend zu hemmen und senkte die
ausgezahlte Zellzahl auf etwa 40 GMZ pro Gesiclisieie Adhasion der GMZ konnte
bei einer Konzentration von 10 uM annahernd vatidig verhindert werden. Nur noch

etwa 10 GMZ konnten in diesem Ansatz gezahlt werden

4.3.3 Einfluss des Inhibitors auf die Adhasion de6Gefassmuskelzellen auf mit

Kollagen und Fibronektin beschichteten Oberflachen

In den folgenden Experimenten sollte der Einflussad, Integrininhibitors Cilengitide
auf die Anzahl der adharierenden GMZ auf den EZMtdénen Kollagen und

Fibronektin untersucht werden.
3507

3007 \ I

250 I l

2007

150 L T

1007

Zellen pro Gesichtsfeld
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Kollagen Fibronektin

Abb. 24 Adh&sion der GMZ auf Kollagen und Fibronekt  in mit Inhibitor

Die Zellen wurden wie im Versuch zuvor beschrieben behandelt. Die Oberflachen
wurden Uber Nacht mit Kollagen und Fibronektin in einer Konzentration von 20 pg/ml
beschichtet. Der Inhibitor wurde in den angegebenen Konzentrationen verwendet. Die
Anzahl der pro Gesichtsfeld auf den Oberflachen adharierten Zellen wurde bei 100 x
Vergrdsserung unter dem Phasenkontrastmikroskop ausgezahlt. Es wurden 5 Felder
pro Vertiefung fur 3 Vertiefungen pro Ansatz bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte
und die Standardabweichungen.
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Dargestellt sind die Mittelwerte mit der berechnet8tandardabweichung der pro
Gesichtsfeld in den verschiedenen Ansatzen adbgmierGMZ. Bei einer

Proteinkonzentration von 20 pg/ml hefteten sichAbwesenheit des Inhibitors etwa
250 GMZ an die mit Kollagen beschichtete Oberflaohd etwa 130 GMZ an den mit
Fibronektin beschichteten Untergrund. Cilengitidekte die Adhasion der GMZ auf
den EZM Proteinen Kollagen und Fibronektin bis meeKonzentration von 10 pg/ml
kaum beeinflussen. Bis zu dieser Inhibitormenge kasnzu keiner signifikanten
Abnahme der Anzahl der adhéarierten Zellen auf di¢g®teinen. Die Anzahl der an die
Kollagen beschichtete Oberflache gebundenen GMg£bbmit etwa 250 bei einer
Inhibitorkonzentration von 10 uM gleich, wahrende dan Fibronektin angeheftete

Zellzahl bei dieser Konzentration auf etwa 90 GM& @esichtsfeld absank.
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4.4 Boyden Kammer Migrationsversuche

Die Untersuchung der Zellmigration sollte die, ieZBg auf die Restenoseétiologie,
entscheidenden funktionellen in vitro Ergebnissefelin. Bisher wurden die
intrazellulare Signale untersucht und die Zelladhrdsauf verschiedenen Proteinen
analysiert. Der Einfluss desty Integrininhibitor wurde dargestellt. Nun sollte
untersucht werden, in wieweit die EZM Proteine dfitektin, Fibronektin und Kollagen
in der Lage sind eine Zellwanderung zu stimuliesexd ob Cilengitide das Potenzial

besitzt, die durch diese Proteinen evtl. stimwidfigration zu inhibieren.
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4.4.1 Migration der Gefassmuskelzellen unter Stimation mit dem Protein

Vitronektin

Es wurde initial untersucht, in welchem Ausmass d&a®tein Vitronektin in

verschiedenen Konzentrationen in der Lage ist digndgration zu stimulieren.
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Vitronektin

Abb. 25 Zellmigration bei Vitronektin Stimulation
Die GMZ wurden Uber Nacht mit einem serumarmen Medium inkubiert. Beschichtet
wurden die Migrationskammern auf der Unterseite mit Vitronektin in den angegebenen
Konzentrationen, verdinnt in Suspensionsmedium, wobei bei einer Kammer nur das
Medium ohne Protein (BSA) als Kontrolle verwendet wurde. Die Zellen wurden mit
Trypsin/EDTA abgel6st und in Suspension gebracht. 1 x 10° Zellen wurden pro
Migrationskammer in das innere Kompartiment ausgebracht. Nach 24 h wurden die in
diesem Teil der Kammer zurlickgebliebenen GMZ mit einem Wattestéabchen entfernt
und die auf die Membranunterseite migrierten Zellen fixiert und mit Kristallviolett
angefarbt. Bei einer 200 x Vergrosserung wurde die Anzahl der gewanderten GMZ in 5
Feldern pro Kammer und 2 Kammern pro Ansatz bestimmt.

A. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen der

gewanderten Zellen
B. Mikroskopaufsicht auf die migrierten, violett angefarbten Zellen
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In Teil A der Abbildung sind die Mittelwerte und edi berechneten
Standardabweichungen der Anzahl der auf die Menuiotanseite migrierten GMZ bei
Stimulation durch Vitronektin in den angegebenennzémtrationen dargestellt. In
einem Ansatz wurde die Unterseite der Boyden Kamaisr Kontrolle nicht mit
Vitronektin beschichtet (BSA). Man kann erkenneassies dort zu keiner Migration
der GMZ auf die Membranunterseite kam. Vitroneldiar in einer Konzentration von
0,1 pg/ml kaum in der Lage die GMZ zu einer Migratzu stimulieren. Im Vergleich
mit der Kontrolle konnte kein signifikanter Anstielgr gewanderten Zellen festgestellt
werden. Eine Konzentration von 1 pg/ml fihrte zeeideutlichen Zellmigration durch
die Membranporen. Etwa 28 GMZ konnten pro Gesieldsfezahlt werden. Bei einer
Konzentration von 10 pg/ml stieg die Anzahl auf&®® Zellen an.

4.4.2 Stimulation der Migration durch Vitronektin, Kollagen und Fibronektin

Der vorangehende Versuch zeigte, dass das EZM iRrdtigronektin einen guten
Stimulus darstellt, um die Zellen zu einer Migratenzuregen. Es stellte sich die Frage,
ob auch die beiden anderen zuvor verwendeten Reotéibronektin und Kollagen
hierzu in der Lage sind.
160 T
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Abb.26 Stimulation der Migration durch Vitronektin, Kollagen und Fibronektin

Die GMZ wurden behandelt wie in dem Versuch zuvor beschrieben. Die Kammern
wurden auf der Unterseite mit Vitronektin, Fibronektin oder Kollagen in einer
Konzentration von 5 pg/ml beschichtet. Ein Kontrollansatz hatte keine Protein-
beschichtung (BSA). Die Abbildung zeigt die Mittelwerte und Standardabeichungen der
bei einer 200 x Vergrdsserung bestimmten Anzahl der gewanderten GMZ. Es wurden 5
Feldern pro Kammer und 2 Kammern pro Ansatz ausgezahit.
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In der Grafik sind die Mittelwerte mit inren Stamdabweichungen der pro Gesichtsfeld
gewanderten GMZ zu erkennen. In der BSA Kontrol@e Proteinbeschichtung kam
es zu keiner Zellmigration. Die EZM Proteine Vitattin, Kollagen und Fibronektin
waren in einer Konzentration von 5 pg/ml annéhrgleich stark in der Lage die GMZ
zu einer Migration auf die Membranunterseite angene In allen drei Ansatzen
konnten etwa 110 — 120 Zellen pro Gesichtsfeld lgjezéerden.

- 67 -



4. Ergebnisse

4.4.3 Einfluss des Inhibitors Cilenqitide auf die drch Vitronektin induzierte
Migration

In den sich anschliessenden Versuchen sollte geweitien, ob die durch Stimulation
mit verschiedenen Proteinen induzierte WanderumgZédlen unter dem Einfluss des
ay Integrininhibitors verhindert werden kann. Zuvoratte der Inhibitor die
intrazellulare PTyr und die Adhéasion der Zellen &ifronektin deutlich verringern
konnen. Um den Einfluss von Cilengitide auf die Migon zu untersuchen, wurden die
Kammern auf der Membranunterseite mit Vitronektesd¢hichtet und der Inhibitor in
den angegebenen Konzentrationen sowohl dem innatenauch dem &usseren

Kompartiment der Versuchsanordnung hinzugefugt.
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Abb. 27 Einfluss von Cilengitide auf die Zellmigrat  ion bei Vitronektin Stimulation
Die GMZ wurden wie im Versuch zuvor beschrieben behandelt. Beschichtet wurden die
Migrationskammern mit 5 pg/ml Vitronektin verdiinnt in Suspensionsmedium, wobei bei
einem Ansatz als Kontrolle nur das Suspensionsmedium ohne Protein (BSA)
verwendet wurde. Der Inhibitor wurde sowohl der Zellsuspension im inneren
Kompartiment, als auch dem reinen Suspensionsmedium im dusseren Kompartiment
der Versuchsanordnung in den angegebenen Konzentrationen hinzugefigt. Bei einer
200 x Vergrosserung wurde die Anzahl der gewanderten GMZ in 5 Feldern pro
Kammer und 2 Kammern pro Ansatz bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und die
Standardabweichungen.
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In dieser Abbildung sind die Mittelwerte zusammenit nden berechneten
Standardabweichungen der migrierten GMZ dargesteliin Ansatz ohne
Proteinbeschichtung diente als Kontrolle (BSA). rHikonnte keine Wanderung
beobachtet werden. Eine Stimulation durch 5 mg/nitkovektin fihrte zu einer
Migration von etwa 120 GMZ. Der Inhibitor konnte @iner Konzentration von 0,1
ng/ml die Anzahl auf etwa 100 Zellen senken, was Ambetracht der
Standardabweichung jedoch nicht als signifikant eb#met werden kann. Eine
Konzentration von 1 uM war in der Lage die Menge giawvanderten GMZ auf ca. 60
abzusenken, was etwa 50 % des Ausgangswertestb@&eid 0 uM Cilengitide wurde
die durch Vitronektin induzierte Haptotaxis der GMalIstandig inhibiert und sank auf

einen dem Kontrollansatz entsprechenden Wert ab.
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4.4.4 Cilengitide Wirkung bei Stimulation der Migration durch Kollagen bzw.

Fibronektin

In den Versuchen zuvor wurde deutlich, dass aubihoRkektin und Kollagen in der
Lage sind die GMZ zu einer Wanderung, die vergleachzu einer Stimulation durch
Vitronektin ist, anzuregen. Es konnte gezeigt weydtass Cilengitide die induzierte
FAK PTyr durch Adhasion der GMZ auf Fibronektin uKdllagen nicht so deutlich
wie bei Vitronektin Adhasion verhindern konnte. Audie Anheftung der Zellen auf
diesen Proteinen konnte der Inhibitor nicht im ealhusmass wie bei der Adh&sion auf
Vitronektin hemmen. Es sollte analysiert werdenwieweit dieay Integrinblockade

die durch Fibronektin und Kollagen stimulierte Magon verhindern kann.
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Abb. 28 Cilengitide Wirkung bei Fibronektin und Kol lagen Haptotaxis

Die GMZ wurden wie in den Versuchen zuvor behandelt. Beschichtet wurden die
Migrationskammern mit Fibronektin und Kollagen verdiinnt in Suspensionsmedium in
Konzentration von 5 pg/ml, wobei bei einem Ansatz nur das Suspensionsmedium ohne
Protein (BSA) verwendet wurde. Der Inhibitor wurde sowohl der Zellsuspension im
inneren Kompartiment, als auch dem reinen Suspensionsmedium im &usseren
Kompartiment der Versuchsanordnung in den angegebenen Konzentrationen
hinzugefiigt. Bei einer 200 x Vergrosserung wurde die Anzahl der gewanderten GMZ
unter dem Phasenkontrastmikroskop in 5 Feldern pro Kammer und 2 Kammern pro
Ansatz bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen.

In dieser Grafik sind die Ergebnisse der funf velsdenen Ansatze dieses Versuchs
dargestellt. Als Kontrolle dient, wie in den Verkea zuvor, eine Migrationskammer,
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die nicht mit einem Protein beschichtet wurde (BSAler kam es zu keiner
Zellmigration. Weiterhin gab es jeweils zwei Angtanit Fibronektin- bzw.

Kollagenbeschichtung der Membranunterseite, wabeejls einem Ansatz Inhibitor in
einer Konzentration von 10 uM zugesetzt wurde. Otl@e Hemmstoff konnten bei
einer Beschichtung mit Fibronektin etwa 70 Zellew dbei einer Kollagenbeschichtung
etwa 60 Zellen pro Gesichtsfeld gezahlt werden.er@jitide konnte bei einer
Konzentration von 10 uM die Anzahl der gewande#efien im Fibronektin- und im

Kollagenansatz auf etwa 45 Zellen absenken. Dmspeacht einer Reduktion der

Zellmigration von jeweils etwa 30 %.
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5. Diskussion

Durch den Nachweis der Expression des Proteins ,3Mth"“ in den Zellen konnte
mit Hilfe der Immunfluoreszenzmikroskopie gezeigerden, dass es sich bei den
kommerziell erworbenen Zellen um glatte Gefassmlasken handelt. Fibroblasten
enthalten einen anderen Aktin Subtyp, der von deemw&ndeten spezifischen
Antikorper nicht erkannt wirdDer Nachweis der Integrinay33 und ayfs auf der
Oberflache der Schweine GMZ stellte eine Voraussefzflir die Wirkung von
Cilengitide dar. Der Hemmstoff wirkt, laut Charakseerung durch den Hersteller, tber
ay Integrinrezeptoren. Die Integrine lagen in denlfZzdbungen an die Enden der
Aktinfasern assoziiert vor. Diese Verknlpfung zwise der extrazellularen Matrix tUber
Integrine zu den Aktinfasern ist nicht nur fur dlelladh&sion auf einer Oberflache,
sondern auch bei dynamischen Vorgéangen, wie deraiiagn von Zellen bedeutsam
[25]. Die Migration von glatten Muskelzellen nimnm der Pathophysiologie der
Restenoseentstehung eine Schlusselrolle ein [17,I8Rahmen dieser Doktorarbeit
konnte gezeigt werden, dass day Integrininhibitor Cilengitide, der ein kleines
zyklisches Peptid darstellt und fur einen Medikatadreisetzenden Stent verwendet
werden kann, in der Lage ist, diese Wanderung zonnten. Der Einfluss des
Hemmstoffes war am grdssten bei einer Stimulatien@MWZ durch das EZM Protein
Vitronektin. Auch bei Verwendung von FibronektinduiKollagen konnte Cilengitide
die Migration um etwa 30 % verringern. Die Adhasder GMZ wurde auf Vitronektin
bei 10 uM fast vollstandig, auf Fibronektin und kglen nicht inhibiert. Es konnte
weiterhin gezeigt werden, dass der Inhibitor diguktion intrazellularer Signale nach
Stimulation mit den drei genannten Proteinen veliiinbzw. deutlich verringern kann.
Die erhOhte PTyr war ausserdem nicht zu beobachtenn die GMZ ohne spezifische
Rezeptor-Ligand Interaktion auf Poly-L-Lysin adledtén. Auch konnte demonstriert
werden das die PTyr eines ca. 116 kDa ProteinsaldaBAK identifiziert wurde, bei
der Signaltransduktion eine Hauptrolle einzunehsareint. Die Phosphorylierung der
focal adhesion kinase, die auf eine AktivierungsdreProteinkinase hinweist, wurde
unter Einfluss des Integrininhibitor Cilengitide signifikant verminde Es wurde die
PTyr am Aminosadurerest 397 untersucht, der die phdsphorylierungsstelle der

Kinase darstellt [37]. Diese Kinase stellt einerthigen Regulator der Zellmigration
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und —invasion dar [38]. Der schwachere Einfluss bsbitors auf Migration und
Signaltransduktion bei Fibronektin bzw. Kollagenin&tlation, wie auch bei der
Adhasion der GMZ auf diesen Proteinen, kann waleistibh darauf zurlckgefiihrt
werden, dass diese Eiweisse zusatzlich mit andberEgrinrezeptoren interagieren
konnen. Vitronektin stellt lediglich einen Ligandé&ir ay Dimere, darunteoy33 und
avPBs dar Kollagen dagegen bindet an viele verschiedenagidimezeptoren, darunter
OvPBs, a1B1, a2B1, a3P1, AgP1, 01081 UNda1f31. Auch Fibronektin kann mit zahlreichen
Integrindimeren wie a1, a4B7, asB1, agfi, avPBi, avPs, avBs und ayPs interagieren
[23]. Ob diese Rezeptoren auf den GMZ exprimiertdea, wurde im Rahmen dieser
Doktorarbeit jedoch nicht untersucht. Somit istuarehmen, dass die Blockade der
Integrine Uber andere Dimere dieser Rezeptorfaniiké den Versuchen mit den
Proteinen Fibronektin und Kollagen teilweise konmgert werden konnte. Trotzdem
wurde durch dieny Blockade auch die Signaltransduktion bzw. Mignmatidie Uber
andere Dimere vermittelt wird, abgeschwacht. Dietenstreicht die zentrale Rolle der
ay Integrine bei diesen Prozessen. Wahrscheinliclessauch auf die Kompensation
durch andere Integrindimere zurtickzufihren, dassruder Wirkung des Inhibitors die
Zellen keinem apoptotischen Zelltod unterlaufendém Kultivierung der GMZ mit 10
UM Inhibitor kam es zwar zu einer Verkleinerung déslldurchmessers, einer
Verringerung der intrazellularen PTyr und einem Abbbdes Aktinzytoskeletts, die
Zellen blieben jedoch adharent und vital. Laut fder ist durch eine andere
Arbeitsgruppe gezeigt worden, dass bis zu einen@itide Konzentration von 100 uM
keine Apoptose bei glatten Muskelzellen sowie Endothelzellen ausmanen
Koronararterien induziert wird [39]. Die wichtigeolRe des EZM Proteins Vitronektin
konnte von einer anderen Arbeitsgruppe gezeigt ever8ie stellten fest, dass VN nach
Gefassverletzung in einem Rattenmodell hochregwisrd und wahrscheinlich v.a.
dieses Protein fur die Migration von GMZ und dieokeimaentstehung verantwortlich
ist [40]. Die Induktion der Migration und der inpelularen Signalkaskaden durch
dieses, wie die Adh&sion auf diesem Protein ko@lengitide in den Versuchen fast
vollstandig verhindern. Obwohl verschiedene Studiere Beteiligung demy Integrine,
im besonderen desy[(3; Integrins, bei der Entwicklung einer Restenose uwied
Migration von glatten Gefassmuskelzellen in vitredun vivo nahe legen [14, 31, 32,
34, 35, 41], bleibt unklar, wie die Blockade dieE2iM Rezeptoren zu einer Inhibition
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der Wanderung von GMZ fihrt. Unsere Ergebnisse emeauf eine bedeutende Rolle
der Integrin vermittelten Signalkaskaden in der iRatpn der Migration von GMZ hin.
Hierbei stand die Phosphorylierung von FAK im Vaglend. Die Bedeutung dieser
Proteinkinase konnte schon fur die Migration and@edlarten, wie Fibroblasten [42],
Endothel- [43] und Epithelzellen [44] gezeigt werdeDurch die Bindung von
Integrinrezeptoren an Proteine der EZM wird FAKiaktt und es kommt zu einer
Autophosphorylierung der Kinase am Tyrosinrest 3%iérdurch wird eine Assoziation
dieses Proteins mit c-Src Uber SH2 Domanen undemn Fiblge eine Rekrutierung
weiterer Proteine an diesen Komplex initiiert [4B]e Aktivitat dieses Proteinkomplex
scheint eine kritische Rolle in dem dynamischenzse des Auf- und Abbaus von
fokalen Adhasionen zu spielen, der fur die Mignatimn Zellen essentiell ist. So kann
die deutliche Verminderung der PTyr an den fokddentaktstellen und die Hemmung
der FAK Phosphorylierung am Tyrosinrest 397, v.ai biner Stimulation durch
Vitronektin, den Einfluss des Integrininhibitorsfalie Zellmigration zu erklaren helfen.
Interessanterweise konnte durch andere Gruppenggererden, dass beispielsweise
eine Verhinderung der Integrin Bindung auch Eirdlusauf die durch
Wachstumsfaktoren induzierten Signale nimmt. Eirféziente Stimulation von
zellularen Signalen durch Wachstumsfaktoren warbeueiner Bindung von Integrinen
an Liganden zu beobachten [46]. Die Unterbrechwerdrdegrinbindung fuhrte zu einer
ineffizienten Stimulation durch Wachstumsfaktoreis hin zu einer vollstandigen
Unterdrickung, wie sie beispielsweise bei suspetaieZellen beobachtet wurde [47].
Ausserdem kénnen Rezeptoren fur PDGF a3 Integrinen assoziiert vorliegen, was
zu einer Verstarkung der durch PDGF Stimulatiorumerten Signale fuhrt [48]. Die
.focal adhesion kinase“ soll als molekulare Verhindg zwischen den durch
Wachstumsfaktorrezeptoren und den durch Integrivmemittelten Signalen dienen.
FAK liegt nicht nur an die fokalen Adhasionen, dé&ch an Integrinen sind, assoziiert
vor [49], sondern konnte auch als Komplex mit Waainsfaktorrezeptoren, wie dem
EGF oder PDGF Rezeptor, nachgewiesen werden [B0}. Komplex aus dem PDGF
Rezeptor und FAK konnte bei GMZ aus der Ratte n&BDGF Stimulation
nachgewiesen werden. Die Hemmung der FAK Aktivigrdarch die Uberexpression
eines endogenen FAK Inhibitors namens FRNK, was K Flated non kinase”

bedeutet, konnte diese Komplexbildung und die Migradieser Zellen verhindern
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[51]. Also kann man folgern, dass dey Integrininhibitor Cilengitide nicht nur in der
Lage sein kdnnte die durch EZM Proteine stimulidf@ptotaxis, sondern auch die
durch Wachstumsfaktoren stimulierte Chemotaxis emren. Dies konnte in unserer
Arbeitsgruppe an humanen GMZ bei Stimulation dufdhonektin bzw. PDGF gezeigt
werden. Der Inhibitor konnte in beiden Fallen eifigration der Zellen vermindern. In
vivo findet eine Migration von Zellen in einer didenensionalen Umgebung statt und
die Zellen mussen hierbei verschiedene BarriererEd® tberwinden. In vitro kann
durch die Bestimmung der Invasion von Zellen ineeMatrix namens Matrigel, die
kommerziell erworben werden kann, die dreidimerali@rMigration simuliert werden.
Die humanen GMZ waren in der Lage die Matrigel Baer in Boyden Kammer
Migrationsversuchen zu tUberwinden und auf die Waliee der Kammer zu wandern.
Diese Invasion konnte durch den Einsatz von Cilahgi gehemmt werden. Die
Hemmung korrelierte mit einer verminderten Sekretiler Matrixmetalloproteinase 2
(MMP-2) [52]. Der Einfluss dieser Proteinase awd tlivasivitat von Mause GMZ war
zuvor beschrieben worden [53]. Auch bei in vivo Exmenten war MMP-2 bei der
Neointimaentstehung nach Ligation der A. carotisitiitgh verstarkt exprimiert. In
diesem Modell zur Restenoseentstehung zeigten MMR2K out Mause im Vergleich
zu Wildtyp Mausen eine deutlich verminderte Intiryyadrplasie, was vermuten lasst,
dass diese Proteinase eine wichtige Rolle in derthdpaysiologie der
Restenoseentstehung spielt [54]. Die Ergebnissmserer Arbeitsgruppe zeigten eine
Verbindung zwischen der Blockade der, Integrine und der Sekretion von MMP-2
und legen nahe, dass die Stimulation der GMZ dufitlonektin nicht nur die Motilitat
sondern auch die Invasivitat dieser Zellen beesstluEs war zuvor gezeigt worden,
dass von FAK abhéngige Signalkaskaden bei trangfoien Mausfibroblasten und
humanen Karzinomzellen wichtig fir die Invasiviséitd, indem sie zu einer Expression
von MMP-2 fihren [55-57]. Die Hemmung deay Integrinbindung an die Liganden
und hierdurch die Verminderung der FAK Aktivierukgnnen die Expression von
MMP-2 und in der Folge die Invasivitat der humaMZ beeinflussen.
Zusammenfassend kann man sagen, dass unsere Esgedie Schlisselrolle dar
Integrine in der Motilitat und Migration von GMZ terstreichen. Sie nehmen Einfluss
auf Signalkaskaden, die von FAK abhéangig sind urel Hiaptotaxis zu regulieren

scheinen. Diese Ergebnisse machen aljeintegrine zu einem vielversprechenden
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5. Diskussion

Angriffspunkt, um eine Restenose nach Stentimptemtezu verhindern. Der Einsatz
desay Integrininhibitors Cilengitide, der mit einem M&dmente-freisetzenden Stent
lokal an dem Ort des pathologischen Geschehendiziappwerden kann, lasst somit
eine weitere Reduktion der Restenoserate erhoffes in einem nachsten Schritt

mittels eines in vivo Modells untersucht werden saus
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6. Zusammenfassung

Die ischdmische Herzerkrankung (Angina pectoris,rzitéarkt), eine fihrende
Todesursache in den Industrienationen, wird haapt&h durch Intervention an den
Koronararterien mittels Ballondilatation meist in omdbination mit einer
Stentimplantation behandelt. Trotz aktueller Vegeesngen im Stentdesing und dem
Einsatz von medikamente-freisetzenden Stents kagsrithmer noch in etwa 10 — 20 %
der Interventionen, in Abhéngigkeit des jeweiligeisikoprofils, zu der Entwicklung
einer Restenose. Der pathophysiologische Prozessl@gntimaentwicklung, welche
der Restenoseentstehung nach Stentimplantationrznd® liegt, ist im Wesentlichen
durch einwandernde glatte Gefassmuskelzellen (G&djngt. Eine zentrale Rolle bei
der Zellwanderung nehmeaoy Integrine ein. Um den Prozess der Restenose zu
verhindern, stellen somit diese Rezeptoren und digch sie ausgelosten
Signalkaskaden einen vielversprechenden Angriffepdar.

Wir konnten nach Stimulation von GMZ aus Schweimait den EZM Proteinen
Vitronektin  (VN), Fibronektin (FN) und Kollagen (QN eine verstarkte
Tyrosinphosphorylierung (PTyr) v.a. eines etwa kD& grossen Proteins zeigen, das
mittels Immunprazipitation als “focal adhesion lsea (FAK) identifiziert wurde. VN
stellte hierbei den starksten Stimulus dar. Digkth PTyr zeigte sich am Tyrosinrest
397 von FAK (PTyr-397), der Autophosphorylierungdlst der Kinase, und deutet
damit auf eine durch Proteinstimulation induziegohte Aktivitdt von FAK hin. Die
erhohte PTyr von FAK war nicht zu beobachten, we GMZ ohne spezifische
Rezeptor-Ligand Interaktion auf Poly-L-Lysin adlegiren. Die Aktivierung von FAK
nach Stimulation mit VN, FN und CN war dabei abhgngn ay Integrinen und lies
sich durch Zugabe eines kompetetiweninhibitors in einer Dosis- abhangigen Weise
unterdrticken. Die Inhibition war am deutlichstertm® N Stimulation zu beobachten.
Bei Kultivierung der Zellen mit dem Inhibitor Gb@rTage in einer Konzentration von 1
MM war in der Durchlichtmikroskopie im Vergleich zkultivierten Zellen ohne
Inhibitor keine Verdnderung zu erkennen. Bei 10 @Néngitide verkleinerte sich der
Zelldurchmesser, die Zellen blieben jedoch an dberfliche der Zellkulturschalen
adharent. In der IF Mikroskopie zeigte sich nach Bh eine Abnahme der
intrazellularen PTyr und ein Abbau des Aktinzytdekis unter Einfluss von 10 uM des
Inhibitors auf kultivierte adhérente GMZ. Es gabnlea Hinweis auf Induktion einer
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Apoptose. Auf VN und CN konnten die zuvor suspertdie GMZ gut adharieren,
wahrend auf einer mit FN beschichteten OberflacgeeAdizahl der angehefteten Zellen
im Vergleich zu einer unbeschichteten Oberflaclobtranstieg. Die Adhasion der GMZ
auf VN konnte der Hemmstoff stark vermindern, walkrer auf die Adh&sion auf FN
und CN keinen Einfluss hatte. Die Inhibition derti&lerung von FAK durch dem,
Integrininhibitor korrelierte mit der Reduktion delurch die Proteinen stimulierten
Migration (Haptotaxis) der primaren GMZ. Der Inhdoi fihrte bei einer Konzentration
von 10 uM bei VN Stimulation zu einer fast vollstiggen Inhibition der Haptotaxis,
wahrend er nach FN bzw. CN Stimulation die Anzadl gewanderten Zellen bei dieser
Konzentration um etwa 30 % verringerte. Die Migrvatirate wurde mit Hilfe eines
modifizierten Boyden-Kammer Migrationsversuchs étefil

Unsere Ergebnisse unterstreichen die Schllisseldelter, Integrine in der Motilitat
von GMZ. Sie nehmen Einfluss auf Signalkaskadea,vtin FAK abhangig sind und
die Haptotaxis zu regulieren scheinen. Diese Engsbnmachen diey Integrine zu
einem vielversprechenden Angriffspunkt, um einet&esse nach Stentimplantation zu
verhindern. Der Einsatz desty, Integrininhibitors Cilengitide, der mit einem
Medikamente-freisetzenden Stent lokal an dem Ost piethologischen Geschehens
appliziert werden kann, lasst somit eine weiteeelliktion der Restenoserate erhoffen,

was in einem nachsten Schritt mittels eines in Wiamlells untersucht werden muss.

-78 -



7. Literaturverzeichnis

7. Literaturverzeichnis

1.

10.

WHO, The World health report: 2003 shaping the futl@03. p. 1-22.
Herold, G.Herold - Innere Medizin 2002003. p. 196-217.

Hamm C. W., e.aAkutes Koronarsyndrom (ACS$) Pocket-Leitlinien 2004,
Vorstand der Deutschen Gesellschatft fir Kardioledierz- und

Kreislaufforschung e.V.

Hombach, V.Interventionelle Kardiologie, Angiologie und
Kardiovaskularchirurgiein Schattauer Verlagsgesellschaft m#901. p. 91-
125.

van Buuren E., M.H., Horstkotte [20. Bericht tiber die Leistungszahlen der
Herzkatheterlabore in der Bundesrepublik DeutsctilahKardiol, 2005 94(3):
p. 212-215.

Medtronic http://www.medtronic.de/germany/patients/CAD/stamtitm| 2001
- 2002.

Serruys, P.W., et alncidence of restenosis after successful coronary
angioplasty: a time-related phenomenon. A quamtigaangiographic study in
342 consecutive patients at 1, 2, 3, and 4 mo@hsulation, 198877(2): p.
361-71.

Nobuyoshi, M., et alRestenosis after successful percutaneous transtmin
coronary angioplasty: serial angiographic follow-op 229 patients] Am Coll
Cardiol, 198812(3): p. 616-23.

Fischman, D.L., et alA randomized comparison of coronary-stent placement
and balloon angioplasty in the treatment of corgnartery disease. Stent
Restenosis Study InvestigataxsEngl J Med, 1994331(8): p. 496-501.

Macaya, C., et alContinued benefit of coronary stenting versus lmallo
angioplasty: one-year clinical follow-up of Benedt&rial. Benestent Study
Group.J Am Coll Cardiol, 199627(2): p. 255-61.

-79 -



7. Literaturverzeichnis

11. Woods, T.C. and A.R. MarkiBrug-eluting stentsAnnu Rev Med, 200465: p.
169-78.

12. Rutanen, J., J. Markkanen, and S. Yla-Herti@z¢ame therapy for restenosis:
current statusDrugs, 200262(11): p. 1575-85.

13. Corjay, M.H., et alalphavbeta3, alphavbeta5, and osteopontin are
coordinately upregulated at early time points iradbit model of neointima
formation.J Cell Biochem, 1999.5(3): p. 492-504.

14. Panda, D., et aPotential roles of osteopontin and alphaVbeta3gntein the
development of coronary artery restenosis afteri@plgsty.Proc Natl Acad Sci
US A, 199794(17): p. 9308-13.

15. Hoshiga, M., et alAlpha-v beta-3 integrin expression in normal and
atherosclerotic arteryCirc Res, 1995/7(6): p. 1129-35.

16. Mousa, S.AYVitronectin receptors in vascular disordefSurr Opin Investig
Drugs, 20023(8): p. 1191-5.

17.  Virmani, R. and A. FarlRathology of in-stent restenos@urr Opin Lipidol,
1999.10(6): p. 499-506.

18. Schwartz, R.S. and T.D. HenBathophysiology of coronary artery restenosis.
Rev Cardiovasc Med, 2002.Suppl 5 p. S4-9.

19. Kipshidze, N., et all)pdate on sirolimus drug-eluting sten@urr Pharm Des,
2004.10(4): p. 337-48.

20.  Virmani, R., et all.ocalized hypersensitivity and late coronary thrasis
secondary to a sirolimus-eluting stent: should wecAutiousCirculation,
2004.1096): p. 701-5.

21.  Virmani, R., F.D. Kolodgie, and A. Faibrug-eluting stents: are they really
safe?Am Heart Hosp J, 2002(2): p. 85-8.

-80 -



7. Literaturverzeichnis

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Arzteblatt, D.JUS-Experten: Mehr als 2000 Todesfélle pro Jahr turc
Medikamenten Stent2006.

van der Flier, A. and A. Sonnenbdtgnction and interactions of integrin€ell
Tissue Res, 200B053): p. 285-98.

Critchley, D.R.Focal adhesions - the cytoskeletal connect@urr Opin Cell
Biol, 2000.12(1): p. 133-9.

Petit, V. and J.P. Thierypcal adhesions: structure and dynamiBsol Cell,
2000.92(7): p. 477-94.

Hauck, C.R.Cell adhesion receptors - signaling capacity angdlexation by
bacterial pathogendvied Microbiol Immunol (Berl), 2002091(2): p. 55-62.

Giancotti, F.G. and E. Ruoslahtitegrin signaling.Science, 1992855430):
p. 1028-32.

Schwartz, M.A., M.D. Schaller, and M.H. Ginglpéntegrins: emerging
paradigms of signal transductioAnnu Rev Cell Dev Biol, 1993.1: p. 549-99.

Assoian, R.K.Anchorage-dependent cell cycle progressib@ell Biol, 1997.
136(1): p. 1-4.

Lauffenburger, D.A. and A.F. HorwitZell migration: a physically integrated
molecular proces<ell, 1996.84(3): p. 359-69.

Srivatsa, S.S., et abelective alpha v beta 3 integrin blockade potdirtijts
neointimal hyperplasia and lumen stenosis followdegp coronary arterial
stent injury: evidence for the functional importaraf integrin alpha v beta 3
and osteopontin expression during neointima foraratCardiovasc Res, 1997.
36(3): p. 408-28.

Baron, J.H., et alliphibition of vascular smooth muscle cell adhesaod
migration by c7E3 Fab (abciximab): a possible meghin for influencing
restenosisCardiovasc Res, 20088(3): p. 464-72.

-81 -



7. Literaturverzeichnis

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Byzova, T.V., et alRole of integrin alpha(v)beta3 in vascular biologyromb
Haemost, 19980(5): p. 726-34.

Matsuno, H., et allnhibition of integrin function by a cyclic RGD-daming
peptide prevents neointima formatidirculation, 199490(5): p. 2203-6.

Bishop, G.G., et alSelective alpha(v)beta(3)-receptor blockade reduces
macrophage infiltration and restenosis after balicangioplasty in the
atherosclerotic rabbitCirculation, 200110314): p. 1906-11.

Christen, T., et alMechanisms of neointima formation and remodelinthen

porcine coronary arteryCirculation, 20011036): p. 882-8.
Schaller, M.D.The focal adhesion kinas&Endocrinol, 1996150 p. 1-7.

Hauck, C.R., D.A. Hsia, and D.D. Schlaepfdre focal adhesion kinase--a
regulator of cell migration and invasiolJBMB Life, 2002.53(2): p. 115-9.

K. Schror, R.PCilengitide - Wirkung auf Migration, Proliferatio®poptose
und Expression von aV33 Integrinen in glatten Mlusked Endothelzellen

humaner Koronararterien

Dufourcq, P., et alitronectin is up-regulated after vascular injurgica
vitronectin blockade prevents neointima formatiGardiovasc Res, 2002.
53(4): p. 952-62.

Sajid, M. and G.A. Stouffefhe role of alpha(v)beta3 integrins in vascular
healing. Thromb Haemost, 20087(2): p. 187-93.

Sieg, D.J., C.R. Hauck, and D.D. Schlaef@equired role of focal adhesion
kinase (FAK) for integrin-stimulated cell migratiohCell Sci, 1999112 ( Pt
16). p. 2677-91.

Gilmore, A.P. and L.H. Romdnhibition of focal adhesion kinase (FAK)
signaling in focal adhesions decreases cell mgtdind proliferation Mol Biol
Cell, 1996.7(8): p. 1209-24.

-82 -



7. Literaturverzeichnis

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

McLean, G.W., E. Avizienyte, and M.C. FrarRecal adhesion kinase as a

potential target in oncologyexpert Opin Pharmacother, 20@82): p. 227-34.

Schlaepfer, D.D., M.A. Broome, and T. Huntghronectin-stimulated
signaling from a focal adhesion kinase-c-Src coxplevolvement of the Grb2,
p130cas, and Nck adaptor proteimdol Cell Biol, 1997.17(3): p. 1702-13.

Damsky, C.H. and D. lligntegrin signaling: it's where the action iSurr Opin
Cell Biol, 2002.14(5): p. 594-602.

Miyamoto, S., et allptegrins can collaborate with growth factors for
phosphorylation of receptor tyrosine kinases andiMknase activation: roles
of integrin aggregation and occupancy of receptdr€ell Biol, 19961356 Pt
1): p. 1633-42.

Schneller, M., K. Vuori, and E. Ruoslai#&lphavbeta3 integrin associates with
activated insulin and PDGFbeta receptors and po#tes the biological activity
of PDGF.Embo J, 199716(18): p. 5600-7.

Klingbeil, C.K., et al.Targeting Pyk2 to beta 1-integrin-containing focal
contacts rescues fibronectin-stimulated signaling haptotactic motility
defects of focal adhesion kinase-null cell€ell Biol, 20011521): p. 97-110.

Sieg, D.J., et alFAK integrates growth-factor and integrin signatsgromote
cell migration.Nat Cell Biol, 20002(5): p. 249-56.

Hauck, C.R., D.A. Hsia, and D.D. Schlaepkarcal adhesion kinase facilitates
platelet-derived growth factor-BB-stimulated ERK2iaation required for
chemotaxis migration of vascular smooth musclescglBiol Chem, 2000.
27552): p. 41092-9.

Varadarajulu, J., et al'argeting of alpha(v) integrins interferes with FAK
activation and smooth muscle cell migration andasign.Biochem Biophys
Res Commun, 200831(2): p. 404-12.

-83-



7. Literaturverzeichnis

53.

4.

55.

56.

57.

Kanda, S., et aMatrix metalloproteinase and alphavbeta3 integrepdndent
vascular smooth muscle cell invasion through a typalagen lattice.
Arterioscler Thromb Vasc Biol, 200Q0(4): p. 998-1005.

Kuzuya, M., et alDeficiency of gelatinase a suppresses smooth masltle
invasion and development of experimental intimalenglasia.Circulation,
2003.10811): p. 1375-81.

Hauck, C.R., et alsRNK blocks v-Src-stimulated invasion and experialen
metastases without effects on cell motility or glolgmbo J, 20021(23): p.
6289-302.

Hauck, C.R., T. Hunter, and D.D. Schlaepfé® v-Src SH3 domain facilitates
a cell adhesion-independent association with factdesion kinasel Biol
Chem, 2001276(21): p. 17653-62.

Hsia, D.A., et alDifferential regulation of cell motility and invasi by FAK.J
Cell Biol, 2003.16Q(5): p. 753-67.

-84 -



8. Verwendete Abklrzungen

8. Verwendete Abkiurzungen

°C

pHm
Abb.
ACS
AP
BSA
bzw.
CN
DMEM
DMSO
EDTA
EKG
EZM
FAK
FCS
FN

GMzZ

IHK

kDa
KHK

I

M

min
NSTEMI
PAGE

Grad Celsius

Mikro

Mikroliter

Mikrometer

Abbildung

Akutes koronares Syndrom
Angina pectoris
Rinderserumalbumin
Beziehungsweise

Kollagen

Dulbeccos’s modified eagle medium
Dimethylsulfoxid
Ethylendiamintetraacetat
Elektrokardiogramm
Extrazellularmatrix

Focal adhesion kinase
Fotales Kalberserum
Fibronektin

Gramm
Gefassmuskelzellen
Stunde

Immunfluoreszenz
Isch&mische Herzkrankheit
Kilo Dalton

Koronare Herzkrankheit
Liter

Molar

Minute

Myokardinfarkt ohne ST-Hebung

Polyacrylamidgel Elektrophorese
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PBS
PBS™
pH
PTyr
pY397

SDS
SH2
SMGM
Src
STEMI
Tab.

U/min

VN
wWB

Phosphat gepufferte Salzlosung

PBS mit Zusatz von 0,25 mM MgQind 0,35 mM CaGl
pH Wert

Tyrosinphosphorylierung

phosphorylierter Tyrosinrest 397

Sekunde

Natriumdodecylsulfat

Src homology 2

Smooth muscle growth medium, synth. Wachstmetum
»Sarcoma producing protein®

Myokardinfarkt mit ST-Hebung

Tabelle

Umdrehungen pro Minute

Volt

Vitronektin

Western Blot
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